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Resumo:

Quase todos os organismos necessitam de ferro para viver. Para promover melhorias
no estado de saude e aumentar o crescimento dos peixes, o ferro é rotineiramente
adicionado as ragdes. Nos vertebrados a absorgdo deste elemento & controlada
primeiramente pelo intestino. No entanto, apesar do metabolismo do ferro ser
fortemente regulado, podem ocorrer episédios de sobrecarga do metal. Foi
demonstrado anteriormente que patogénios de peixes marinhos tém importantes
factores de viruléncia que dependem do ferro para a sua expressdo. Um desses
organismos patogénicos € a bactéria Photobacterium damselae subsp. piscicida
(anteriormente designada por Pasteurella piscicida), causadora da pasteurelose ou
pseudotuberculose. Nos ultimos anos tém ocorrido epizootias de pasteurelose em
varios paises, e o robalo (Dicentrarchus labrax L.) € uma das espécies aquicolas mais
afectadas, com perdas econdmicas avultadas. Neste trabalho avaliamos o efeito da
sobrecarga de ferro na susceptibilidade do robalo as infecgbes. Para obtengédo de
robalos com sobrecarga em ferro varios animais foram injectados i.p. com Iron Dextran
ou alimentados com uma dieta comercial suplementada com 2,5% de Carbonyl Iron.
Varios parametros envolvidos no metabolismo do ferro foram avaliados durante a
sobrecarga com ferro. A avaliagdo dos niveis hematoldgicos e histolégicos de ferro
indica que o robalo atingiu uma situagao de sobrecarga em ferro apds a injec¢ao de
iron dextran e suplementagéo prolongada com carbonyl iron. Experiéncias de infecgéo
nos peixes injectados com iron dextran permitiu encontrar uma dose ideal para
observagao de diferengas nas mortalidades entre animais com sobrecarga em ferro e
animais controlo. Na experiéncia de suplementagdo da ragdo com carbonyl iron
observaram-se maiores mortalidades nos peixes com sobrecarga em ferro apés
infecgdo com Ph. damselae subsp piscicida. Os nossos resultados indicam claramente
que a suplementacéo de ferro aumenta a suceptibilidade do robalo a infecgdes por Ph.
damselae subsp piscicida.

Summary:

Almost all living organisms require iron to exist. In order to promote health and growth,
iron is added to commercial fish feed. In vertebrates iron absorption appears to be
primarily controlled by the intestine. In spite of iron metabolism being tightly regulated,
episodes of iron overload can occur. In addition, it has been shown that marine fish

pathogens have important virulence factors that depend on iron for expression. One



such pathogen is Photobacterium damselae subsp. piscicida (formerly Pasteurella
piscicida), causing.pasteurellosis or pseudotuberculosis. In recent years outbreaks of
pasteurellosis have occurred in several countries, and sea bass (Dicentrarchus labrax
L.) is one of the most affected aquaculture species, with serious economic losses. In
the present experiment we evaluated the effect of iron overload on the susceptibility to
infection in sea bass. Fish were i.p. injected with Iron Dextran or fed a commercial feed
with a supplement of 2,5% carbonyl iron in order to obtain iron overload. Several
parameters involved in iron metabolism were measured during the experiments of iron
overload. The evaluation of haematological and tissue iron levels indicate that the sea
bass have reached an iron overload status after both iron i.p. injection and by
prolonged dietary iron supplementation. Challenges with bacteria in iron dextran
injected fish were made in order to obtain ideal dosis for the study of differences in
mortalities between iron and control fish. In the iron supplementation experiment,
higher mortalities were observed in the iron overload fish after challenge with Ph.
damselae subsp piscicida. Our results clearly support the idea that the dietary iron
overload increases susceptibility of sea bass to Ph. damselae subsp piscicida infection.
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1. INTRODUGAO

O robalo (Dicentrarchus labrax) € uma das espécies piscicolas com maior
tradigcdo de consumo na Europa, e em particular nos paises Mediterranicos. Trata-se
de uma espécie de elevado valor comercial, cuja produgdo tem aumentado
consideravelmente nos lltimos anos. As antigas unidades de policultura extensiva de
robalo deram lugar a modernos regimes semi-intensivos e intensivos. Essas unidades
situadas nas Regides Centro e Sul do Pais tém, em alguns casos, capacidade para
estabulagdo de varias centenas de toneladas de animais/ano (Blanquet, 1998).

De acordo com as estatisticas da FAO, a contribuicdo da aquacultura na
produgéo global continua em crescimento. Mais de 50% desta produgao aquicola no
ano 2000 deve-se a peixes Osseos. Na Europa, a produgdo de dourada (Sparus
aurata) e robalo (Dicentrarchus labrax) cresceu fortemente na altima década. Em
Portugal, durante o ano 2000, estas duas espécies atingiram os 63% (dourada) e 23%
(robalo) da produgéo total de peixes ésseos marinhos (do Vale, 2003).

O aperfeicoamento e intensificagdo da aquacultura tém como objectivo final a
produgdo do niumero maximo de individuos, no minimo espago, durante o prazo mais
curto e ao melhor prego. Esta concentragdo cada vez maior de animais implica um
aumento no stress e consequente diminuigdo das defesas. E entdo dbvio que este
aumento nas densidades de cultura implica também um aumento no risco de doenga e
a sua rapida propagacéo (Menezes, 2000).

As patologias mais comuns na cultura de robalo sdo de natureza parasitaria ou
bacteriana. Parasitas ciliados, trematodes monogénicos e crustaceos séo
relativamente faceis de controlar. O problema reside nas patologias bacterianas, onde
o tratamento € muitas vezes condicionado pela falta de apetite por parte dos animais
infectados, e também pelo aparecimento crescente de resisténcias aos antibidticos por
parte das ictiobactérias. As principais infec¢cdes bacterianas que afectam o robalo séo:
a) Vibrioses por Vibrio anguillarum; b) bactérias filamentosas: Tenacibaculum
maritimum (antes Flexibacter maritimus); c) Streptococose por Streptococcus iniae; d)
Micobacteriose por Mycobacterium marinum; e e) Pasteurelose por Photobacterium

damselae subsp piscicida (Toranzo, 2003).
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2. METABOLISMO DO Fe

2.1 INTRODUGAO

O Ferro (Fe) € um elemento essenciai para quase todos os organismos Vvivos.
No entanto quando em excesso torna-se téxico. Devido a este paradoxo entre
escassez e excesso de Fe, os organismos desenvolveram mecanismos para regular o
seu metabolismo. A regulacdo inicia-se a nivel da absorgdo, sendo o ferro depois
transportado através das células para a circulagdo, e finalmente armazenado dentro
do organismo.

2.2 IMPORTANCIA DO Fe

O Fe é um elemento vital para a quase totalidade dos organismos vivos, pois é
essencial para multiplos processos metabodlicos, que incluem transporte de oxigénio,
sintese de ADN, transporte de electrdes (Lieu et al., 2001) e também para a
proliferagédo das células envolvidas nos processos imunologicos (Weiss et al., 1995).
Com a excepgao dos lactobacilos, que utilizam manganésio e cobalto como
biocatalizadores em substituigdo do Fe, todos os microorganismos que foram
devidamente analisados requerem Fe para viver (Guerinot, 1994; Andrews, 2000).

Um organismo deve ser capaz de garantir um balango éptimo de Ferro como
forma de manter a concentragao deste metal em niveis aceitaveis, acima e abaixo dos
quais efeitos deletérios podem ocorrer.

As propriedades quimicas do Fe tém duas limitagbes no comportamento
biolégico deste elemento:

1- embora abundante, o metal é encontrado mais frequentemente sob a forma de
Fe(lll) hidroxido. Por isso, os organismos tiveram que desenvolver mecanismos
para obter o Fe a partir do meio ambiente;

2- & potencialmente toxico. Fe(ll) e Fe(lll) podem originar radicais livres de
oxigéenio toxicos para o organismo.

Consequentemente, ao mesmo tempo que o Fe & acumulado em quantidades
suficientes para o metabolismo, os organismos tém que assegurar que a concentragédo
intracelular de Fe “livre” n&o alcance niveis téxicos. Isto é assegurado, a nivel celular,
por uma regulagao coordenada de proteinas capazes de se ligar ao Fe para o
armazenar, capturar e transportar. Células diferentes variam grandemente na sua
capacidade de armazenar Fe em excesso sem comprometer a sua fungéo (de Freitas
and Meneghini, 2001).
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2.3 ABSORGAO DO Fe

2.3.1 Absorgdo do Fe HEMICO

O Fe sob a forma hémica €& absorvido mais eficazmente da dieta e por uma via
diferente do Fe inorganico. A digestdo proteolitica da mioglobina e hemoglobina
resulta na libertagdo do grupo heme, que é mantido numa forma sollvel, podendo
assim estar disponivel para absorgdo. Desta forma, substancias quelantes que
possam diminuir ou aumentar a absorgdo de Fe inorganico tém pouca eficcia na
absorgdo do Fe hémico. O Fe entra assim nas células responsaveis pela absorgéao
como uma metaloporfirina, podendo esta entrada ser facilitada por um sistema de
transporte vesicular (Uzel and Conrad, 1998). As proteinas envolvidas na captura do
Fe hémico estdo ainda por identificar (Conrad and Umbreit, 2000). Ja no interior da
celula o anel de porfirina é clivado pela hemo-oxigenase. A transferéncia deste Fe das
células da mucosa ocorre competitivamente com o Fe da dieta que entrou nas células
responsaveis pela absor¢gdo como Fe inorganico, pois ambos partilham uma via
comum dentro da célula intestinal (Uzel and Conrad, 1998).

Dois tergos (2/3) do Fe corporal sdo derivados do heme, pois muito do Fe nao-
hémico da dieta liga-se a quelantes no lumen do intestino, tornando-o indisponivel
para absorgdo. O grupo heme é soluvel a pH alcalino e precipita em condigbes
acidicas. (Bezkorovainy, 1987; Conrad and Umbreit, 2000).

2.3.2 Absorgéo do Fe NAO-HEMICO

A pH fisioldgico e na presenga de oxigénio o Fe existe predominantemente sob
a forma altamente insoltvel Fe(lll) (férrica), enquanto que os sistemas de transporte
de Fe captam Fe(ll) (ferroso), o qual é muito instavel e rapidamente oxida a Fe férrico.
A absorgao do Fe ocorre e é regulada no intestino proximal, onde se sabe que o Fe
sob a forma de ido ferroso € mais faciimente absorvido do que ido férrico. A absorgdo
do Fe a nivel celular pode ser modificada por saturagéo dos locais de ligagéo de Fe,
tanto por Fe como por proteinas que se ligam ao Fe. Os mecanismos que influenciam
a transferéncia de Fe das células responséaveis pela absorgdo para o plasma sio
ainda desconhecidos (Conrad and Umbreit, 2000).

Recentes experiéncias revelaram que na solha o local preferencial de absorgéao
in vivo de Fe sob a forma de ido ferroso é o intestino posterior. O mesmo estudo revela
que tal facto ocorre apesar de existirem concentragées extremamente elevadas de
carbonatos no limen, onde é esperada a redugdo da biodisponibilidade dos caties
divalentes como resultado de precipitagdo como carbonatos (Bury et al., 2001).
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A forma férrica é insoluvel em solugdes de pH superior a 3 e tem que ser
solubilizado e quelado no estdmago, pois devera estar disponivel para absorgdo no
duodeno mais alcalino. Isto & conseguido através de mucinas intestinais e certos
componentes da dieta, incluindo aminoacidos, aglcares, aminas e amidos. Qutros
constituintes da dieta, como carbonatos, fosfatos, etc, causam precipitagdo do ido
férrico e a formagao de macromoléculas que se tornam indisponiveis para absorgao.
Uma pequena porgdo deste ido férrico é reduzida por constituintes da dieta ou
secreg0es intestinais a ido ferroso. Este Ultimo para se manter requer reducéo
continua ou quelantes para impossibilitar a sua exposicdo ao oxigénio. Acido
ascorbico € o agente redutor mais conhecido nas dietas.

DCT-1 (Divalent Cation Transporter), também conhecido como Nramp2 (natural
Resistance Antimicrobial Macrophage Protein) ou DMT-1 (Divalent Metal Transporter),
foram demonstrados como sendo responsaveis pelo transporte do ido ferroso do
limen até & mucosa intestinal. Devido a que a maior parte do Fe ndo-hémico da dieta
esta sob a forma férrica, este tem que ser reduzido a ferroso antes de ser transportado
pela DCT-1 (Mckie et al., 2001). Mckie et al. (2001) identificaram um citocromo na
membrana plasmatica dos mamiferos com actividade de ferro-reductase na mucosa
duodenal (DCTYB).

Recentemente apareceram indicagbes de que existem duas vias separadas
para transporte de Fe (Mckie ef al., 2001):

a) via mobilferrina — B3 integrina (IMP) para o ido férrico ndo ligado a transferrina;
b) via DMT-1 (Divalent Metal Transporter 1 ou Nramp2) para o ido ferroso.

Um complexo proteico designado por para-ferritina foi identificado no citosol
das células. Este complexo contém mobilferrina, B3 integrina, flavina monooxigenase e
B2 microglobulina. A flavina monooxigenase é uma ferro-reductase intracelular
dependente do NADPH, e podera ser responsavel pela redugdo do ido férrico, para
que possa ser usado em reacgdes que requerem o ido ferroso, como por exemplo a
sintese de heme pela ferro-quelatase.

A captagéo e absorgédo do Fe do lmen intestinal pela mucosa aparentam ser
reguladas pela concentragdo do metal no enterécito. Este enterécito recebe o Fe da
dieta e também via receptores da holo-transferrina na superficie basolateral da célula.
Este receptor opera na célula absortiva tal como nas outras células, sendo
responsavel pelo transporte do Fe para dentro das células. O receptor tem uma
afinidade 500 vezes superior para a holo-transferrina do que para a apo-transferrina. O
Fe entregue ao enterdcito pelo receptor vindo do plasma mantém a célula intestinal
informada das concentragdes do metal nos locais de armazenamento corporais.
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O salmao Atlantico é capaz de utilizar tanto Fe hémico como nao-hémico.
Resultados observados por Standal ef af. (1999) indicam que os factores que afectam
a biodisponibilidade do Fe da dieta no salmdo s&o similares a dos restantes

vertebrados.

2.3.2 Absorgao Branquial do Fe

Além da absorgédo do Fe a partir da dieta, os peixes podem absorver elementos
da agua circundante (Carpené et al., 1999; Lorentzen and Maage, 1999), pois na
natureza estdo constantemente expostos a metais (Avenant-Oldewage and Marx,
2000). A superficie branquial dos peixes € o primeiro alvo dos metais aquaticos. A
ligagdo de qualqguer metal a esta superficie & determinada primeiramente pelas
interacgbes com o tecido epitelial (Wepener et al., 2001).

A disponibilidade em Fe nas solugdes aquosas & afectada pelas condigbes
ambientais, particularmente com alteragdes no grau de oxidagédo-redugdo, que é
dependente do pH, potencial redox e temperatura (Avenant-Oldewage and Marx,
2000; Bury et al., 2003).

A insolubilidade do Fe e a sua natureza hidrofilica indicam que no meio
aquatico estaria relativamente indisponivel para ser capturado pelo peixe via branquias
(Watanabe et al., 1997), sendo por isso sugerido que a dieta preenche os requisitos
diarios de Fe (Watanabe et al., 1997; Bury and Grosell 2003).

Fe**

{Fo - Mycin - Fe Fe''*Fe'**

Luminal Mucosal Corporeal

Figura 1. Mecanismos de absor¢do do ferro pelo enterédcito (retirado de

http://sickle.bwh.harvard.edu/menu_iron.html)
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2.4 PROTEINAS DE TRANSPORTE E ARMAZENAMENTO DE Fe

A homeostasia do Fe nos mamiferos € mantida através da acgéo concertada
das redes sensoriais e reguladoras, que por sua vez modulam a expressido das
proteinas do metabolismo do Fe aos niveis transcricionais efou pos-transcricionais. A
regulacdo da transcricdo genética providencia um desenvolvimento critico, o ciclo
celular, e o controlo dos tipos celulares especificos no metabolismo do Fe.

As proteinas que contém Fe estdo distribuidas na natureza e tém uma grande
variedade de fungbes. As hemoglobinas e as mioglobinas sdo transportadoras de
oxigénio, e também as mais abundantes proteinas encontradas. De grande
importancia foi a descoberta de novas proteinas cujas fungdes eram anteriormente
suspeitadas. Em paralelo foram delineados mecanismos reguladores que controlam a
expressdo de proteinas desde ha muito conhecidas, como o receptor da transferrina e
ferritina, bem como novas proteinas do metabolismo e controlo homeostéatico do Fe.
As Ultimas incluem as IRP (Iron Regulated Proteins 1 e 2), uma variedade de ferro-
reductases nas leveduras e células de mamiferos, transportadores membranares
(DMT-1 e ferroportina 1), uma ferro-oxidase envolvida na exportagdo do Fe das células
(hephastina), e reguladores do balango mitocondrial do Fe (frataxina e MFT) (Aisen et
al., 2001; Lieu et al., 2001). Hephastina € homologa da ceruloplasmina que se acredita
ser uma cobre-oxidase que e necessaria para a exportagdao do Fe do enterécito
(Conrad and Umbreit, 2000).

O controlo pos-transcricional € feito através da acgdo das proteinas
reguladoras do Fe (IRP1 e IRP2), que coordenam a transcricdo das proteinas
envolvidas na absorgéo ao nivel do ARN mensageiro, armazenamento e uso do Fe em
todas as células. Estes IRPs sdo afectados por multiplos factores, como sendo o Fe,
oxido nitrico, stress oxidativo, fosforilagao e hipdxia/re-oxigenagdo (Eisenstein, 2000).

Existem varias classes de proteinas do Fe que sequestram o metal através das
suas cadeias aminoacidicas. Entre essas estdo:

a) Transferrina (Tf): envolvida no transporte plasmatico.

A Tf & uma proteina de ligagdo ao Fe que tem um papel fundamental no

transporte de Fe entre os locais de absorgédo, armazenamento e utilizagdo em

todos os organismos vertebrados (Roed et al., 1995). E também transportadora
de Fe até aos eritrocitos imaturos, para que procedam a sintese da

hemoglobina (Bezkorovainy, 1987). No plasma, o Fe encontra-se ligado a

transferrina (Wepener et al., 2001).

A Tf é produzida principalmente pelos hepatécitos, mas também pelos

macrofagos. Cada molécula de Tf liga-se a 2 atomos de Fe, € em casos
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normais apenas cerca de 1/3 esta saturada com Fe (Bezkorovainy, 1987;
Moser et al., 1994). E também sabido e aceite que a Tf, cujos niveis aumentam
quando existe défice em Fe, entra no limen intestinal, a partir do figado via
bilis, onde pode sequestrar o Fe e traze-lo até as células por um processo de
endocitose (Bezkorovainy, 1987). Depois de se dissociar do Fe, a Tf e 0 seu
receptor regressam intactos ao ambiente extracelular e a membrana celular,
respectivamente.

Além destas fungdes, e directamente associado ao facto de estar a sequestrar
o Fe livre, funciona como um agente antimicrobiano, pois o Fe é muitas vezes o
factor limitante para o crescimento bacteriano (Bezkorovainy, 1987; Ford,
2001). Desde que o interesse surgiu no papel da Tf como transportador
predominante do Fe, o significado da acgao bacteriostatica destas proteinas foi
virtualmente esquecida (Grifiths, 1987).

A Tf do soro dos salmonideos tem maior afinidade para o Fe do que a Tf
humana (Ravndal et al., 1994).

Receptor da transferrina: regula a captura do Fe pela transferrina;

Ferritina: a principal proteina de armazenamento de Fe.

A ferritina tem um papel chave no metabolismo do Fe, nhomeadamente por
sequestrar a nivel celular o Fe livre toxico. Estruturalmente consiste num
nucleo oxido-ferrico rodeado por uma proteina protectora externa designada
por apo-ferritina. Esta proteina encontra-se em fungos, bactérias, plantas,
invertebrados e vertebrados. Em vertebrados encontra-se presente em tecidos
como o figado, bago, medula 6ssea, coragdo, rim, mucosa intestinal e sangue.
Aparecem concentragdes elevadas desta proteina no baco, figado e medula
O6ssea. A ferritina de diversos animais foi isolada e bem caracterizada,
enquanto que nas espécies de peixes de agua doces e marinhas teve menor
atengdo. A composigdo aminoacidica da ferritina € maior em peixes de agua
doce do que em peixes de aguas salobras e salgadas. (Geetha and
Deshpande, 1999).

A sua principal fungado é armazenar (ou anular a toxicidade) o Fe, mas outras
funcdes tém sido atribuidas. E dito por investigadores que a ferritina é o
transportador de Fe no citosol que entrega o Fe as mitocdndrias dos eritrocitos
imaturos, onde o metal é inserido na estrutura do anel da proto-porfirina,
através de uma ferro-quelatase, para formar o heme. A molécula de ferritina
consiste numa apo-ferritina polipeptidica e um micélio de Fe hidroxido-
fosfatado. A molécula de apo-ferritina pode acomodar praticamente 4500
atomos de Fe (Bezkorovainy, 1987).
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d) IRP (Iron Regulated Proteins): regula tanto a entrada como o armazenamento
do Fe (Loreal et al., 1999)
Nos organismos o Fe esta sempre fortemente ligado a proteinas, uma vez que

o ferro livre é altamente toxico (Lafond and Arnaud, 2000).

2.5 ACUMULAGAOQ DE Fe

O Fe, juntamente com outros minerais e vitaminas, é rotineiramente adicionado
a misturas comerciais de ragdes para peixes (Bury and Grosell 2003), para promover
saude e maximo crescimento.

O figado é o principal érgédo para regulagao dos metais nos mamiferos. Este
orgdo aparenta ter uma fungdo semelhante em peixes (Wepener et al, 2001), e
juntamente com o bago, séo os maiores depositos de ferro (Standal et al., 1997). Nos
peixes o local inicial de acumulagéo de metais absorvidos da égua é o tecido branquial
(Wepener et al., 2001).

O conteudo em Fe nos peixes € inferior quando comparado com o dos
mamiferos, e é ainda limitada a informacao acerca da sua bioquimica (Carpené et al.,
1999; Bury et al., 2003). Como excepgdo aparecem as lampreias, que tém uma
capacidade unica para armazenar e tolerar elevadas concentragdes de Fe em varios
tecidos corporais ao longo de todo o seu ciclo de vida (Tsioros and Youson, 1997).
Devido a esse facto, lampreias adultas sdo optimos candidatos para uma investigagéo
na acumulagéo de Fe nos tecidos, pois durante esta fase este agnata alimenta-se de
sangue e dos fluidos corporais dos peixes hospedeiros. Estudos de microscopia dptica
demonstraram que o Fe nas lampreias & acumulado gradualmente no figado. Além
deste Fe depositado através da alimentagdo “sanguinaria” destas espécies
parasitarias, também o normal “turnover” dos eritrécitos € fonte de Fe hepatico. Em
particular, existe uma similaridade notavel entre os hepatdcitos normais de uma
lampreia adulta e os hepatécitos de humanos com hemosiderose ou hemocromatose.
Nos mamiferos as ceélulas de Kupffer do figado s&o importantes locais de
armazenamento de Fe. Em situagbes de sobrecarga com Fe, o citoplasma destas
células possui abundantes granulos de hemosiderina. Em comparagéao, as células de
Kupffer da lampreia adulta ndo sdo numerosas e parecem apenas ter um papel
limitado na regulagdoc do Fe. Assim, uma grande parte da responsabilidade para
armazenamento e excregdo do Fe no figado das lampreias € relegado aos
hepatdcitos, uma célula conhecida por ter elevada tolerancia ao Fe (Youson ef al.,
1983).
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O Fe em excesso é armazenado intracelularmente tanto sob a forma de
ferritina, encontrada em grandes quantidades no figado, bago e ossos, ou sob a forma
de hemosiderina (granulos intracelulares), caso maiores acumulagées de Fe ocorram
em varios tecidos corporais (Pereira et al., 1999). Foi sugerido que o armazenamento
do Fe sob a forma de hemosiderina representa um mecanismo citoprotector contra a
toxicidade do metal (Macey et al., 1988).

2.6 RECIRCULACAO DO Fe

A concentragao corporal em Fe é regulada inicialmente pela absorgdo do metal
da dieta no intestino proximal. Depois de absorvido o Fe é levado para a medula éssea
como iao ferrico ligado & Tf, onde se liga aos receptores da Tf nos percursores dos
eritrocitos, sendo ent&o reduzido a i&o ferroso e transferido para a protoporfirina. A
sintese do heme e a sua ligagéo a globina ocorre na medula éssea nos estadios finais
do desenvolvimento dos eritrocitos.

Os humanos conservam mais eficazmente a concentragdo corporal de Fe do
que outros animais. Um homem com 4g de depésito corporal de Fe perde apenas 1mg
diario (0,025% de todo o Fe corporal). A hemoglobina lidera as perdas de Fe, sendo
outro processo de perda de Fe as secrec¢des intestinais.

A maior parte do “turnover’ diario do Fe é utilizado na eritropoiese, e os
eritrécitos sdo processados no final da sua vida util por células do sistema
mononuclear fagocitario (Mononuclear Phagocytic System- MPS) no bago, figado e
medula 6ssea. O ciclo eritrécito-MPS-plasma do Fe é unidireccional, uma vez que as
células MPS séo capazes de libertar Fe para o plasma, mas a sua capacidade de
obter Fe directamente da Tf € minima. Um ciclo de trocas internas menos activo existe
entre o Fe plasmatico e as células hepaticas e outras do parénquima. Esta troca é bi-
direccional, e depende largamente do nivel de saturacédo da Tf e da presenc¢a de Fe
nao ligado a Tf.

A capacidade do corpo em armazenar Fe serve para dois fins:

1- providenciar uma reserva interna que pode ser mobilizada quando os requisitos
em Fe excedem os niveis de Fe da dieta, em situagdes como hemorragias,
gravidez, ou prolongada alimentagdo com baixo contetido em Fe;

2- proteger o organismo contra os efeitos adversos do Fe quando os requisitos
sdo superados pelo fornecimento, conservando-o como ido férrico (Fe(lll))
dentro da ferritina.

Um segundo transportador foi identificado como exportador através da

membrana basolateral da célula para a circulagdo. No peixe zebra o gene ferroportina-
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1 codifica uma proteina transmembranar de multiplos dominios, mas que & uma
candidata a exportadora de Fe. Altos niveis de expressao deste gene sdo evidentes
nas celulas de Kupffer, nos macréfagos residentes do figado e em macréfagos
localizados na medula vermelha. Este gene pode também estar envolvido na
patofisiologia da deficiéncia em Fe (anemias) ou em episddios de sobrecarga com Fe
(hemocromatose) (Donovan et al., 2000).

Nos humanos, depois de um ciclo de vida médio de 120 dias, os eritrocitos
danificados e senescentes s&o removidos da circulagdo por macréfagos, onde o Fe é
catabolizado pela hemo-oxigenase e regressa a circulagao ligado a Tf (dos Santos,
1998).

288 Concise Review: Conrad and Umbreit
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Figura 2: Recirculagédo esquematica do Fe no organismo (retirado de: Bury et al.,
2003).

3. Fe e MICROORGANISMOS

3.1 CAPTAGAO DE Fe PELAS BACTERIAS

Como ja aqui foi referido anteriormente, o Fe € um elemento essencial para
quase todas as formas de vida, sendo que quase todos 0s microorganismos que foram
devidamente analisados requerem Fe.

O Fe é um nutriente que, embora de distribuigdo ubiqua, estd presente em
quantidades reduzidas na natureza como um iéo livre, solUvel e férrico. Este catiao &
essencial para o crescimento bacteriano, uma vez que & necessario para um grande
grupo de reacgdes enzimaticas, em todas actuando como cofactor. A purificagéo e
sequenciagdo confirmaram que a superoxido dismutase (SOD) tem o Fe como

cofactor (Barnes et al., 1999).
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No caso dos humanos o Fe livre € encontrado em baixas concentragdes, da
ordem de 10"®M, o que & de longe insuficiente para a sobrevivéncia das bactérias
invasoras. O conteudo em Fe nos peixes €, em geral, consideravelmente menor do
que em outros vertebrados (Bury et al.,, 2003). Para serem capazes de sobreviver
nestas condigdes, as bactérias expressam novas proteinas na sua membrana externa,
bem como quelantes de Fe designados por sideréforos (Goel and Kapil, 2001). Pouco
se sabe acerca dos sistemas bacterianos de captacdo de Fe que ndo dependam da
sintese de sideréforos (Otto et al., 1992).

Os sideréforos sdo compostos de baixo peso molecular produzidos pelas
bactérias, que apresentam uma elevada afinidade para o ido férrico, cuja fungéo inclui
a internalizagdo do Fe para o microorganismo produtor. Estes compostos séo
secretados para o ambiente celular onde se ligam ao Fe férrico. Em ambientes
aquaticos, o maior problema € a difusdo dos sider6foros para longe dos organismos
que os produzem (Guerinot, 1994). A assimilagdo do complexo Fe-sideréforo € levada
a cabo por receptores na superficie celular, associados com outras proteinas
periplasmaticas e citoplasmaticas membranares. O Fe chega ao citoplasma tanto por
internalizagédo deste complexo Fe-sideréforo, ou apenas como Fe (Briat, 1992).
IROMPs (lron Regulated Outer Membrane Proteins) normalmente servem como
receptores dos complexos Fe-sideréforos e séo essenciais para a captura do Fe.

Em relagéo as estirpes tipicas de Aeromonas salmonicida, ha um mecanismo
de captagdo do Fe da transferrina mediado por siderdforos. As atipicas utilizam a
transferrina  por um mecanismo independente dos sideréforos envolvendo
provavelmente a degradagdo proteolitica da transferrina por metaloproteases
extracelulares (Hirst and Ellis, 1996). A bactéria V. anguillarum, agente da vibriose em
peixes, possui um sistema extremamente eficaz de captagdo de Fe, que inclui o
sideréforo anguibactin e os componentes do transporte (Tolmasky and Crosa, 1991).
Resultados de estudos (Wolf and Crosa, 1986) indicam que para esta bactéria os
sideroforos sdo produzidos in vivo e sdo factores importantes de viruléncia. A remogao
ou mutagédo dos genes reguladores destes siderdforos resulta num fendtipo deficiente
em captagado de Fe e leva a uma atenuagdo da viruléncia, sublinhando a importancia
deste sistema como um atributo a viruléncia da V. anguillarum (Tolmasky and Crosa,
1991).

Outros sistemas para aquisigéo de Fe que foram relacionados com a viruléncia
de determinadas bactérias sdo a produgao de hemolisina, a capacidade de adquirir Fe
directamente das proteinas de ligagdo ao Fe do hospedeiro, ou a excregdo de ferro-

reductases que removem o catido das proteinas do hospedeiro (Martinez et al., 1990).
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A bactéria patogénica Vibrio vulnificus € capaz de utilizar hemoglobina e
hemina para reverter a limitagdo de Fe. Isto é conseguido através de um mecanismo
que envolve interac¢do directa entre elementos do grupo heme e as proteinas
membranares externas (Outer Membrane Proteins- OMP) constituintes (Fouz et al.,
1996). A clivagem oxidativa do grupo heme para libertar o Fe € um mecanismo pelo
qual alguns agentes patogénicos bacterianos sdo capazes de utilizar o heme como
fonte de Fe (Ratliff et al., 2001). A restrigdo em Fe tem também um papel fundamental
na resposta ao stress da bactéria Pseudomonas aeruginosa, que desenvolveu
numerosos sistemas de aquisigdo de Fe. Entre estes sistemas incluem-se a libertagéo
de siderdforos, producdo de proteases extracelulares, secre¢do de exotoxinas
citotoxicas, e também a capacidade de utilizar heme e hemoglobina de fontes
exdgenas. Tipicamente, estes factores relevantes para os mecanismos de captagao de
Fe sdo bem regulados e s6 sdo expressos em condigdes de limitagdo de Fe (Ochsner
et al., 2000).

Deficiéncia em Fe é sempre um estado indesejavel, e por isso as bactérias
desenvolveram uma série de respostas para a adaptagao a este estado. Para além da
elaboragéo das proteinas ja aqui referidas (sideréforos), as bactérias podem sintetizar
outras proteinas, toxicas, que podem levar a problemas digestivos, doenga, ou mesmo
morte do hospedeiro (Ratledge and Dover, 2000).

Em resumo, existem varios mecanismos pelos quais o hospedeiro se pode
defender contra uma infecgdo, e um deles é a limitagdo do Fe livre. A disponibilidade
em Fe estimula a infecgéo por duas formas:

1- permite melhores condi¢gdes para a multiplicagdo bacteriana, estimulando a
infecgdo do hospedeiro;

2- aumenta a expressao de outros factores de viruléncia.
Assim, um certo grau de privagdo em Fe é muitas vezes bacteriostatico, e

periodos prolongados de deficiéncia em Fe resultam em morte das bactérias.

3.2 PAPEL DO Fe NAS INFECCOES

A capacidade dos microorganismos para adquirir Fe é ndo s6 um atributo
essencial de viruléncia, mas também pode determinar a natureza da interac¢ao agente
patogénico-hospedeiro (Finkelstein et al., 1983).

Enzimas que neutralizam os radicais livres do oxigénio, produzidos durante o
metabolismo aerdbico ou durante a “respiratory burst” nos macréfagos dos peixes, sao
factores de viruléncia importantes em muitos agentes patogénicos bacterianos (Barnes
et al., 1999).

12



INTRODUCAO

O papel da disponibilidade do Fe na viruléncia foi investigado em numerosos
animais com sobrecarga em Fe, verificando-se aumento na susceptibilidade a
infecgbes (Grifiths, 1987). O tratamento com Fe antes da infecgdo resultou numa
significante redugdo da LDs, em estirpes virulentas. Foi concluido que o grau de
viruléncia para peixes € dependente da disponibilidade do Fe nos fluidos do
hospedeiro, reflectindo-se no aumento da mortalidade para os animais com
sobrecarga em Fe (Biosca et al., 1996). O facto de existir redugéo da LDs, em peixes
com sobrecarga de Fe demonstra a correlagado positiva entre a disponibilidade de Fe
nos fluidos do hospedeiro e o grau de viruléncia de algumas estirpes bacterianas
(Fouz et al., 1994).

No caso do agente causador da pasteurelose em peixes, a bactéria
Photobacterium damselae subsp. piscicida, a existéncia de sistemas eficientes de
captagao de Fe foram relacionados com a patogenicidade desta estirpe (do Vale et al.,
2001). Os mesmos autores verificaram que quando crescida em meio de cultura
contendo Fe, a bactéria desenvolve-se mais rapidamente e em numero mais elevado
do que em meios com deficiéncia em Fe (Figura 3). Em trutas arco-iris com elevada
concentragdo de Fe no soro, os animais aparentam ser mais susceptiveis a infecgdes

com Vibrio anguiflarum (Ravndal et al., 1994).
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Figura 3: Crescimento de Ph damsefae subsp piscicida em meios de cultura
bacterianos com e sem adigao de Fe (retirado de: do Vale et al., 2001).

Infecgbes provocadas por Vibrio vulnificus ocorrem através do consumo de
ostras cruas, ou entdo por contaminagdo em ferimentos. Individuos com niveis
elevados de Fe circulante, por exemplo no caso de padecerem de hemocromatose ou
cirrose, estdo em maior risco de desenvolver a doenga apds o contacto com a V.
vulnificus. Com a mesma bactéria, em ratinhos nao tratados com Iron Dextran foram
necessarias doses 10° vezes superiores do que em animais tratados, para causar

idéntico processo de doenga (Hor et al., 2000; Starks et al., 2000).
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O crescimento da Mycobacterium avium em ratinhos € fortemente dependente
da disponibilidade de Fe, sendo aumentado em situagbes de excesso do metal, e
ligeiramente diminuido na presenca de quelantes. Gomes e Appleberg (1998)
observaram que o tratamento dos animais com Fe estimulou o crescimento de M.

avium em todos os 6rgaos dos ratos.

PASTEURELOSE

Pasteurelose, ou pseudotuberculose, foi descrita pela primeira vez em
populacdes selvagens de Perca e Robalo na América (Sniezsco et al., 1964). E uma
septicémia bacteriana provocada pela Photobacterium damselae subsp piscicida
(anteriormente designada como Pasteurella piscicida), e de grande importancia
economica no Japéo e na Europa (a partir de 1990) devido as elevadas perdas que
causa (Romalde, 2002).

Devido a longevidade da incerteza de classificagdo da Photobacterium
damselae subsp piscicida, esta nunca chegou a ser incluida na “Approved List of
Bacterial Names” (Romalde, 2002). Gauthier et al. (1995) propuseram a sua
classificagdo como uma subespécie da recentemente criada Photobacterium damsela.
Truper e De'Clori (1997) corrigiram a designagao “damsela” para “damselae”, dando
origem a designagao actual da bactéria, Phofobacterium damselae subsp piscicida.

Em geral os sinais externos da Pasteurelose sao indetectaveis, ndo havendo
lesbes superficiais. Apenas alguns peixes afectados podem exibir um escurecimento
na sua coloragdo e/ou pequenas areas hemorragicas na cabega e branquias.
Internamente, as alteracdes patolégicas podem ser diferentes dependendo do grau
agudo ou crénico da doenga. A nivel histolégico, o figado, o bago e o rim mostram
necroses multifocais e a presenga de acumulagbes bacterianas, quer livres quer
dentro de fagocitos, nos capilares e nos espagos intersticiais. As lesdes cronicas nos
orgaos internos sao caracterizadas pela presenga de tubérculos brancos de 0.5 a
3.5mm de didmetro, vindo dai a sua designagao de pseudotuberculose.

Até 1990 ndo haviam descricbes de epizootias desta doenga na Europa.
Toranzo et al. descreveram a primeira, que ocorreu em juvenis de Dourada cultivada
na regido da Galiza, noroeste de Espanha (Toranzo et al., 1991). Em 1991, duas
epizootias de Pasteurelose foram descritas, ambas em Mugilideos (Mugil sp.), uma em
Italia e outra em Portugal (Menezes, 2000). Posteriormente foram descritas em cultura
de Dourada em Portugal mortalidades causadas por este patogénio (Baptista et al.,
1996). Actualmente os hospedeiros do organismo patogénico sdo uma grande

variedade de peixes marinhos (Romalde, 2002).
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O isolamento da Photobacterium damselae subsp piscicida é feito a partir dos
6rgaos internos do peixe doente, nomeadamente do rim, figado e bago, usando meios
como TSA (Trypticase Soy Agar) ou BHIA (Brain Heart Infusion Agar), suplementados
com 1 a 2% de Cloreto de sodio (NaCl), Agar Marinho e Agar Sangue, incubando-se
posteriormente por um periodo de 2 a 4 dias a 22°C.

Uma diagnose rapida é baseada no aparecimento de bacilos Gram-negativos,
imoveis, oxidase e catalase positivas, fermentativa em O/F e sensivel ao agente
vibriostatico O/129. Presentemente, um dos “Kkits” extensivamente usados em
aquacultura para a rapida diagnose dos patogénios bacterianos dos peixes é o
sistema API-20E. Embora a Photobacterium damselae subsp piscicida nao esteja
actualmente incluida no cédigo analitico API-20E, este sistema é valido para a sua
identificagdo, porque todas as estirpes analisadas tém um padrao similar, sem que
reacgdes de falso-positivo ou falso-negativo sejam detectadas. O padrdo do cédigo
API|-20E é 2005004 (Santos et al., 1993). Este facto é facilitado pela homogeneidade
fenotipica da estirpe (Romalde, 2002).

Em geral, o padrédo sensitivo da Photobacterium damselae subsp piscicida a
antibioticos e agentes quimioterapicos € uniforme, sendo as estirpes sensiveis a
maioria dos compostos e por isso as epizootias podem ser controladas por
tratamentos com ampicilina, oxitetraciclina ou &cido oxolinico (Baptista et al., 1996).
No entanto, & bastante conhecido o uso abusivo e indiscriminado de alguns
quimioterapicos no tratamento de infecgbes bacterianas de peixes em cultura, uso
esse que resultou no aparecimento de estirpes resistentes a tais compostos. Foi
sugerido que a Photobacterium damselae subsp piscicida tem um periodo de
parasitismo intracelular nos macréfagos durante a infecgao (Arijo et al., 1998). Esta
pode ser a razao para a ineficiéncia da quimioterapia no tratamento de algumas
epizootias de Pasteurelose. Outros factores, como o aparecimento de resisténcia e o
facto dos peixes perderem o apetite quando estdo infectados, sdo também razées
para a falha da quimioterapia. Entdo, a imunoprofilaxia tornou-se no melhor método
para controlar esta doenga. Encontram-se ja disponiveis no mercado varias vacinas
comerciais para a prevencio da Pasteurelose.

Poucos trabalhos foram feitos até hoje para determinar os efeitos de diferentes
suplementos nutricionais das dietas de peixes ou imunoestimulantes na resisténcia

contra a Pasteurella piscicida.
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4. OBJECTIVOS

A extensa bibliografia existente sobre o metabolismo do Fe ilustra inteiramente
a cuidadosa investigagdo que tem sido realizada sobre o tema nos ultimos anos.
Apesar disso, quase todos os trabalhos sdo dedicados ao metabolismo no organismo
humano ou em roedores, sendo ainda escassa a informagao relativa ao metabolismo
deste metal em peixes. E também sabido que o Fe tem um papel importante na
viruléncia de algumas bactérias. Alguns autores verificaram diminuigdo da LDsy em
animais com sobrecarga em Fe, quando infectados com bactérias ictiopatogénicas.
Assim, este trabalho procurou caracterizar a sobrecarga de Fe em robalo, bem como o

papel do ferro nas infecgdes.

a) Caracterizagdo da sobrecarga de Ferro apds injecgdo intraperitoneal de
Iron Dextran (IDx};

b) Caracterizagdo da sobrecarga de Ferro ap6s suplementagéo alimentar com
Carbonyl Iron;

c) Avaliacdo da resposta dos peixes apds infecgdo com Ph. damselae subsp.
piscicida, em situa¢des de sobrecarga de Ferro;

d) Elucidagéo sobre o metabolismo do ferro nos peixes.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 INJECGCAO INTRAPERITONEAL DE Fe (IRON DEXTRAN)
PEIXES

Robalos (Dicentrarchus labrax), com 103t30g de peso, foram obtidos de uma
instalagdo aquicola localizada no norte de Portugal e transportados para as
instalagdes do Instituto de Biologia Molecular e Celular (IBMC) da Universidade do
Porto. Os animais foram colocados em dois tanques com 600L cada, e apés
aclimatizagao foram alimentados com ragéo comercial com 200mg Fe/kg, e mantidos a
17°C. No inicio da experiéncia, os animais foram anestesiados com Ethylene glycol
monophenyl ether (MERCK) e injectados intraperitonealmente com 400ul de
Phosphate Buffer Saline (PBS) (grupo controlo), ou com Iron Dextran (IDx) (SIGMA)
(grupo Fe) diluido em PBS para uma concentragdo final de 10mg/ml. Para os
parametros sanguineos e conteddo em Fe nos tecidos foram usados 54 peixes, sendo
6 usados no inicio da experiéncia e 6 em cada ponto de amostragem, tal como
indicado posteriormente. Para o estudo da absorgéo peritoneal foram usados 24
peixes, e em cada amostragem foram recolhidas amostras de 6 animais.

ABSORGAO PERITONEAL DO Fe

As 0, 3, 6 e 36 horas apds injecgdo i.p. de IDx, peixes de ambos os grupos (Fe e
controlo) foram sacrificados com excesso de anestésico, seguindo-se injecgao de 5mi
de PBS no peritoneu e recolha do exsudado peritoneal (Afonso et al., 1997). O
objectivo era o de avaliar a absor¢ao peritoneal do Fe. A concentragdo de Fe nas
amostras foi feita por Absorgdo Atomica (AAS) (GBC 904AA, GBC Scientific
Equipment).

PARAMETROS SANGUINEOS

O sangue foi retirado da aorta caudal dos peixes aos 0, 3, 6, 14 e 41 dias apos
injecgéo do IDx. 200ul de sangue foram recolhidos para uma seringa heparinizada,
para determinagao do hematécrito, contagem de eritrocitos (RBC) e volume globular
médio (MCV). Aproximadamente 1ml de sangue foi também retirado para uma seringa
nao-heparinizada, e colocado em tubos eppendorf de 1,5ml, e posteriormente
deixados a coagular durante aproximadamente 4 horas a temperatura ambiente.
Varias centrifugagdes a 14000rpm foram feitas até ser obtido um soro limpo. Total Iron
(T1), Unsaturated Iron Binding Capacity (UIBC), Total Iron Binding Capacity (TIBC) e
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Transferrin Saturation (TS) foram determinados utilizando o método da ferrozine
(SIGMA) (Carter, 1971).

Fe NOS TECIDOS

Amostras de figado, rim anterior e bago foram recolhidas a 6 animais de cada grupo
(Fe e controlo) aos 0, 3, 6, 14 e 41 dias apos a injecgao de IDx. Estas amostras foram
usadas para observagdo histolégica e para medigdo da concentragdo de Fe nos

tecidos.

a) HISTOLOGIA

As amostras de tecidos foram rapidamente fixadas em Bouin, onde permaneceram
aproximadamente 24 horas a 4°C. Apds lavagem, estas foram desidratadas numa
série ascendente de etanol, tratadas com xilol, incluidas em parafina e posteriormente
cortadas. As coloragbes usadas foram Hematoxilina-eosina (HE) e o método de Perl’s

para coloragéo especifica do Fe.

b) CONTEUDO EM Fe DOS TECIDOS

Amostras dos trés o6rgdos foram pesadas, colocadas em vasos de teflon (ACV-
Advanced Composite Vessel, CEM Corporation) e secos em microondas (MDS 2000,
CEM). Apos secagem adicionou-se acido nitrico (Suprapur®, MERCK) as amostras
para digestdo dos tecidos. Apds diluigdes apropriadas dos tecidos digeridos, as

concentragdes de Fe foram determinadas (Abreu et al., 1995).

ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados foi feita utilizando o software MINTAB. Os dados de
cada ponto foram analisados separadamente. Em cada ponto, o efeito do tratamento
foi analisado usando o Mann-Whitney U-Test com correcgdes de Bonferroni para
comparagdes multiplas. Os resultados sdo apresentados em Média £ Desvio Padrao

da Média. As diferengas foram consideradas significativas com um P=0,05.

5.2 INJECCAO DE Photobacterium damselae subsp. piscicida EM ROBALOS APOS
SOBRECARGA DE Fe COM IDx

PEIXES

Robalos (Dicentrarchus labrax), com 35+7g de peso (experiéncia 1) e 941229 de peso

(experiéncia 2), foram obtidos de uma instalagdo aquicola localizada no norte de
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Portugal e transportados para as instalagdes do Instituto de Ciéncias Biomédicas de
Abel Salazar (ICBAS) da Universidade do Porto. Os animais foram colocados em dois
tanques com 100L cada, e apds aclimatizagdo foram alimentados com ragéo
comercial. No inicio da experiéncia, os animais foram anestesiados com Ethylene
glycol monophenyl ether (MERCK) e injectados intraperitonealmente com 400ul de
Phosphate Buffer Saline (PBS) (grupo controlo), ou com Iron Dextran (IDx) (SIGMA)
(grupo Fe) diluido em PBS para uma concentragéo final de 10mg/ml.

BACTERIAS

Ph. damselae subsp piscicida (DI-21) foi gentilmente cedida pela Prof. Alicia Toranzo
(Universidade de Santiago de Compostela, Espanha). A bactéria foi mantida a -70°C
em Tryptic Soy Broth (TSB, DIFCO) suplementado NaCl a uma concentragéo final de
1% (TSB-1) e 15% (v/v) de Glycerol. Para as experiéncias de infecgéo, a bactéria era
crescida durante a noite a 25°C em Brain Heart Infision Agar (BHIA, Oxoid)
suplementado com NaCl para uma concentragéo final de 1% (BHIA-1). Uma sub-
cultura era depois colocada em TSB-1, e, agitagdo a 25°C, até atingir a fase
exponencial de crescimento. A bactéria era depois diluida em PBS a uma
concentragao apropriada para uso.

INJECCAO DE Ph. damselae subsp piscicida

Sabendo-se do estado de sobrecarga dos robalos apés 7 dias de injecgdo com IDx, os
peixes foram anestesiados, e 100pl de uma suspenséo bacteriana com 1,8x10°, 5x10°
e 10’ CFU (Unidades Formadoras de Colénias) (Experiéncia 1) de Ph. damselae
subsp piscicida foram injectados no peritoneu de cada animal (15 peixes por grupo por
dose), usando uma agulha 25G. Na segunda experiéncia as doses utilizadas foram
1,3x10° 107 e 1,3x10” CFU (10, 15 e 30 peixes por grupo por dose, respectivamente).
Os CFU foram determinados por diluicdo e plaqueamento. A mortalidade foi registada
duas vezes por dia durante 7 dias. No inicio do ensaio a bactéria foi identificada
fenotipicamente. Amostras do rim de animais moribundos foram feitas para identificar

a Ph. damselae subsp piscicida como causadora da mortalidade dos animais.
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5.3 INJECCAO DE Ph. damselae subsp. piscicida EM ROBALOS APOS
SOBRECARGA ALIMENTAR COM Fe

PEIXES

Robalos (Dicentrarchus labrax), com 127+28g de peso, foram obtidos de uma
instalagdo aquicola localizada no norte de Portugal e transportados para as
instalagdes do Centro Interdisciplinar de Investigagdo Marinha e Ambiental (CIIMAR)
da Universidade do Porto. Os animais foram colocados em 2 tanques com 1000L
cada. Apods aclimatizagéo foram alimentados com ragdo comercial com 200mg Fe/kg
(grupo controlo), e ragéo comercial suplementada com 2,5% de Carbonyl Iron (grupo
Fe). Durante a experiéncia os animais foram mantidos a temperatura ambiente. 6
animais de cada grupo (Fe e controlo) foram sacrificados com excesso de anestésico

em cada ponto de amostragem, tal como descrito posteriormente.

PARAMETROS SANGUINEOS

O sangue foi retirado da aorta caudal dos peixes aos 31, 80 e 263 dias apds inicio da
dieta suplementada com Fe. Aproximadamente 1ml de sangue foi retirado para uma
seringa nao-heparinizada e, tal como descrito anteriormente, os valores TI, UIBC,
TIBC e TS determinados.

Fe NOS TECIDOS
Amostras de figado, rim anterior e bago foram recolhidas a 6 animais de cada grupo
(Fe e controlo) aos 31, 80 e 263 dias apds o inicio da dieta suplementada com Fe.
Amostras de figados foram também retiradas no dia 404 da experiéncia. Estas
amostras foram usadas para observagao histologica e para medigdo da concentragao
de Fe nos tecidos.

a) HISTOLOGIA
As amostras de tecidos foram retiradas e processadas como descrito anteriormente

para coloragées de HE e Perl's para ferro..
b) CONTEUDO EM Fe DOS TECIDOS

Amostras dos trés oOrgaos foram pesadas, e os conteudos em ferro (pg/g)
determinados de acordo com o protocolo descrito anteriormente.
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ANALISE ESTATISTICA

Tal como descrito anteriormente (capitulo 5.1), o software MINTAB foi novamente
utilizado para comparagédo das concentragdes em ferro dos érgaos dos animais de
ambos os grupos (Fe e controlo).

A taxa de sobrevivéncia foi analisada utilizando o teste Wilcoxon (Gehan) do software
SPSS.

INJECCAO DE Ph. damselae subsp piscicida EM PEIXES SUPLEMENTADOS COM
Fe NO ALIMENTO

390 dias apos o inicio da suplementagao da ragado dos robalos com Fe, os peixes
foram anestesiados, e 100ul de uma suspens&o bacteriana com 5x10° CFU (Unidades
Formadoras de Colbnias) de Ph. damselae subsp piscicida foram injectados no
peritoneu de cada animal (11 peixes por grupo), usando uma agulha 25G. Os CFU
foram determinados por diluicdo e plaqgueamento. A mortalidade foi registada duas
vezes por dia durante 14 dias. No inicio do ensaio a bactéria foi identificada
fenotipicamente. Amostras do rim de animais moribundos foram feitas para identificar

a Ph. damselae subsp piscicida como causadora da mortalidade dos animais.
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6. RESULTADOS

6.1. Modelo de Sobrecarga de Ferro em robalo (Dicentrarchus labrax L.)
A model for acute iron overload in Sea Bass (Dicentrarchus labrax L.)
Submetido e aceite para publicagdo na Revista: LABORATORY ANIMALS

Absorgédo Peritoneal do Ferro

A concentragédo em Ferro no exsudado peritoneal decresceu imenso algumas horas
ap6s a injecgdo do Iron Dextran. Partindo de um valor inicial de 3215 (+506) ug, o
contetdo peritoneal em Ferro decresceu rapidamente para 793 (+101) pg apds 3
horas, diminuindo posteriormente até 77 (+43) ug as 36 horas (Tabela 1).

Parédmetros Sanguineos

a) Hematocrito, contagem RBC e MCV

Durante a experiéncia ndo foram detectadas diferengas significativas nos valores do
hematéerito, RBC e MCV entre os dois grupos (Fe e controlo). Os valores do
hemataocrito variaram entre 34.2% e 37.2% no grupo injectado com IDx, e entre 34.2%
e 38.1% no grupo controlo. O valor RBC variou entre 3.03x10'"células/L e 3.34
x10"células/L no grupo tratado com IDx, e entre 3.04 x10'células/L e 3.39
x10"células/L no grupo controlo.

b) SI, UIBC, TIBC e TS

Si

Foram observadas diferengas significativas na concentracdo de Fe no soro (Sl) entre
os dois grupos. Os valores S| do grupo controlo ndo sofreram diferengas
estatisticamente significativas durante os 41 dias da experiéncia. No entanto, no dia 3
da experiéncia, o valor S| do grupo injectado com IDx era significativamente mais
elevado do que no grupo controlo. Este valor manteve-se elevado até ao 6° dia, mas
desceu posteriormente para valores semelhantes aos do grupo controlo nos dias 14 e
41 (Tabela 2).

uiBC

Verificaram-se diferengas estatisticamente significativas nos valores da UIBC entre os
dois grupos do estudo. As Unicas diferengas observadas durante a experiéncia foram
aos dias 3 e 6, nos quais o grupo injectado com IDx mostrava valores da UIBC
significativamente mais baixos do que o grupo controlo (Tabela 2).
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TIBC
Nao foram encontradas diferengas nos valores da TIBC entre os dois grupos do
estudo (Tabela 2).

TS

Nos animais do grupo controlo nao se verificaram diferencas na TS ao longo da
experiéncia. No grupo Fe, os valores da TS obtidos a partir da relagao SI/TIBC
aumentaram no 3° dia apoés injecgdo do IDx, mantendo-se altos até ao 6° dia, sendo
estatisticamente significativa a diferenga para o grupo controlo, e decrescendo para

valores proximos aos do grupo controlo até ao final da experiéncia (Tabela 2).

Medigdo do Contetido em Fe dos Tecidos

A determinacgdo da concentragdo de Fe no figado, rim anterior e bago de ambos os
grupos realizou-se nos dias 0, 3, 6, 14 e 41 apds injecgao de PBS (Controlo) e IDx
(Ferro). Tal como se pode ver na Tabela 2, existiram diferengas estatisticas na
concentragao de Fe nos tecidos dos dois grupos, tendo os animais injectados com |IDX
mostrado valores mais elevados em todos os tecidos.

No figado os valores da concentragdo de Fe subiram de 518 pg/g no inicio da
experiéncia (dia 0) para 12276 pg/g no 6° dia, seguido por uma diminuicdo para
valores préximos aos 5000 ug/g no dia 14. Este dltimo valor manteve-se até final da
experiéncia (dia 41).

No bago, observou-se uma subida acentuada dos valores entre o dia 0 e 3, passando
de 1770 pg/g para 17290 pg/g, respectivamente (aumento de 10 vezes), mantendo-se
em valores muito elevados até ao final da experiéncia.

No caso do rim anterior, tal como no bago, verificou-se um grande aumento na

concentragdo de Fe no dia 3 (Figura 4).

Distribuigdo Histoldgica do Fe

Foram observados grandes depositos de Fe no figado, rim anterior e bago dos animais
injectados com IDx.

No figado dos animais tratados com IDx a coloragao azul aparece distribuida por todo
0 oOrgdo, tendo sido observados granulos férricos nos hepatécitos. Nos animais do
grupo controlo ndo houveram sinais de coloragdo azul, indicando que quaisquer
depdsitos de Fe no figado ndo foram detectados pelo método de Perl's.

No rim anterior (ndo apresentado) e bago verificou-se a existéncia de Fe nos Centros
Melanomacrofagicos (MMC) (Figura 5). Os MMC normalmente estdo presentes nestes

tecidos, e sdo constituidos por células cheias com granulos de pigmento castanho, tal
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como pode ser visto na coloragao de rotina (HE). Quando corados com o método de
Perl's, os MMC dos animais do grupo controlo aparecem parcialmente corados de azul
devido a presenca do ido férrico, enquanto que no restante tecido a coloragéo azul &
praticamente inexistente. No grupo injectado com IDx, os MMC apresentam uma
coloragao azul mais escura. Embora alguns granulos férricos tenham sido observados
no parénguima, no rim anterior e no bago os depdsitos deste ido foram observados
principalmente nos MMC.
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Figura 4: Distribuicdo do Fe em varios tecidos em diferentes tempos apds injecgao
de IDx (grupo Fe) e controlos (PBS). A= figado, B=bago, e C= rim anterior. Os

valores sdo apresentados em MédiatDesvio Padrdo (n=6). Andlise estatistica para
comparacgao entre os grupos controlo e Ferro, *P<0.05.
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Figura 5: Cortes histologicos do figado e bago corados para a detecgéo do iao
férrico pelo método de Perl's apds injec¢ao intraperitoneal de IDx (grupo Fe) e
controlos (PBS). A- bacgo controlo e B- bago Fe;’ Centros Melanomacrofagicos
(MMC); C- figado controlo e D- figado Fe. A a D ampliagdao 100x; e E- figado Fe,
Hep-hepatoécitos, —¥ granulos férricos intracitoplasmaticos, ampliacdo 400x.
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Tempo [Fe] pg % absorvido
(horas)
0 3215+506 19.6
3 793+101 80.2
6 390+93 90.2
36 7743 98.1
168 312 99.9

Tabela 1: Absorgéo peritoneal do ferro apés injecgdo i.p. de IDx e PBS. O ferro

presente no exsudado peritoneal foi medido em diferentes tempos apéds injecgéo de

4000 ug de ferro sob a forma de iron dextran. Resultados apresentados como

médiatdesvio padrdo (n=6).

Sl ( pg/ml) UIBC (pg/ml) TIBC (ug/ml) TS (%)
Days PBS Fe PBS Fe PBS Fe PBS Fe

0 1.19+0.04 3.19+0.82 4.38 £ 0.80 279 +54

3 1.014+ 3.76 + 322+ 0.69 423t 505 264 83.7¢%
0.43 0.51* 0.81 0.22* 0.81 1.29 15.0 10.7*

6 0.97 + 395+ 341+ 0.73 % 431+ 522 + 28.0 £ 87.0%
0.26 1.08* 0.69 0.40* 0.53 1.79 8.1 3.6*

14 1.46 £ 246+ 321+ 249 + 501+t 560 345+ 413156
0.72 0.91 0.86 1.20 1.08 1.08 18.3

41 1.05 £ 112+ 4.50 + 412+ 553 + 507 185+ 21.4+82
0.51 0.49 0.29 0.20 0.54 0.59 74

Tabela 2: Parametros sanguineos em diferentes tempos apds injecgéo i.p. de iron

dextran. Os valores estdo expressos como Médiatdesvio padrdo (n=6) no grupo

injectado com iron dextran (Fe) e controlo (PBS). SI= serum iron; UIBC=unsaturated

iron binding capacity; TIBC=total iron binding capacity; TS =transferrin saturation.

Analise estatistica: para comparagéo entre os grupos controlo e Fe, *P<0.05.
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6.2. Efeito da sobrecarga de Fe injectado i.p. na patogenicidade por

Photobacterium damselae subsp piscicida no robalo (Dicentrarchus labrax L.)

Efeitos da sobrecarga de Fe na mortalidade cumulativa de robalos infectados com Ph
damselae subsp piscicida

A percentagem de sobrevivéncia dos peixes nas duas experiéncias apds a infecgao
com Ph. damselae subsp piscicida é apresentada na Figura 6.

Nos peixes de menor tamanho (Experiéncia 1) verificaram-se diferengas entre a taxa
de sobrevivéncia final para as diferentes doses de bactéria injectada. De entre as
varias doses utilizadas apenas se verificaram diferengas para a dose 5x10° CFU, entre
o grupo injectado com IDx e o grupo controlo. Observou-se que a dose de 1,8x10°
CFU nao provocou qualquer mortalidade nos animais infectados. Pelo contrario, a
dose 10’ CFU matou rapidamente (48 horas) todos os animais do grupo injectado com
IDx, tendo sido obtido resultado semelhante no grupo controlo. Este ensaio revelou
que em robalos com cerca de 35g, poder-se-ia utilizar uma dose entre 1,8x10° CFU e
5x10° CFU para determinacédo de diferengas na mortalidade entre animais controlo e
injectados com IDx, quando infectados com Ph damselae subsp piscicida.

Na experiéncia 2, em semelhanga ao que aconteceu na primeira, observaram-se
diferengas na taxa de sobrevivéncia para as diferentes doses de Ph. damselae subsp.
piscicida. No entanto, ao contrario do que sucedeu na primeira experiéncia, ndo se
verificaram diferengas entre o grupo injectado com IDx e controlo em nenhuma das
doses. A dose de 1,3x10° CFU foi praticamente insuficiente para matar os animais,
enquanto que a dose de 1,3x10" CFU foi quase letal para todos os animais.

Este ensaio revelou que em robalos com cerca de 90g, poder-se-ia utilizar uma dose
entre 1,3x10° CFU e 10" CFU para determinagéo de diferengas na mortalidade entre
animais controlo e injectados com IDx, quando infectados com Ph damselae subsp
piscicida.
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Figura 6: Percentagem de sobrevivéncia de robalos injectados com IDx (Fe) e
controlo (PBS), apés injeccdo com Ph. damselae subsp piscicida. Analise estatistica

para comparacéao entre os grupos controlo e Ferro ( P<0.05).
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6.3. Efeito da sobrecarga de Ferro na dieta na patogenicidade por
Photobacterium damselae subsp piscicida no robalo (Dicentrarchus labrax L.)
The effect of dietary iron overload on Photobacterium damselae subsp piscicida
pathogenicity in Sea Bass (Dicentrarchus labrax)

Submetido a Revista: Journal of Fish Diseases

Paréametros sanguineos

O valor da TIBC ndo sofreu alteragbes significativas durante os 274 dias desta
experiéncia. Além disso ndo houveram diferengas entre os dois grupos. O valor Sl no
grupo controlo manteve-se em valores normais durante a experiéncia
(aproximadamente 1,2 pg/ml). No entanto no dia 80 este valor foi significativamente
maior nos animais tratados com carbonyl iron do que no grupo controlo (3,11 0,7
ug/ml e 1,18 +£0,37 pg/ml, respectivamente). Nos outros pontos néo foram detectadas
quaisquer diferengas entre os dois grupos experimentais.

Na UIBC verificaram-se diferengas significativas entre o grupo suplementado com
carbonyl iron e o grupo controlo. O grupo tratado com ferro mostrou valores mais
baixos do que o grupo controlo, come¢ando com 2,88 ng/ml no dia 31 e um valor
semelhante no dia 80, descendo para 0,34 pug/ml no final da experiéncia. No grupo
controlo o valor inicial de 4,21 pg/ml manteve-se semelhante no dia 80, descendo
posteriormente para 2,28 ug/ml no dia 263 (Figura 7).

Na TS foram detectadas diferengas significativas entre os dois grupos nos dias 80 e
263 da experiéncia. O grupo controlo manteve valores semelhantes durante os 263
dias da experiéncia, variando entre 22 e 34%. No grupo suplementado com carbonyl
iron, a TS subiu de aproximadamente 40% no dia 31 para préximo dos 80% no dia 80,
descendo para cerca de 65% até ao dia 263 (Figura 7).

Medig¢éo do contetudo em Ferro dos tecidos

Foram medidos os valores da concentracdo de Fe no figado, rim anterior e bago dos
grupos tratado com carbonyl iron e controlo.

No rim anterior ndo se verificaram diferengas estatisticas entre os dois grupos. No
entanto, no figado e no bago observaram-se diferengas entre o grupo carbonyl iron e
controlo, tal como se pode ver na Figura 8. O grupo tratado com Fe mostrou sempre
valores mais elevados do que o grupo controlo.

No figado do grupo tratado com Fe os valores passaram de 363 pg/g no dia 31, para
aproximadamente 2000 pg/g no dia 80, 263 e 404. No grupo controlo o valor
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determinado da concentragédo de Fe foi 240 pg/g, mantendo valores semelhantes até
ao dia 404. Foram ohservadas diferengas estatisticas na concentragéo de Fe entre os
dois grupos registaram-se nos dias 80, 263 e 404 da experiéncia (Figura 8).

No bago as diferengas estatisticas entre os dois grupos registaram-se no dia 263, com
14355+3328 pg/g e 1553+691 pg/g, respectivamente, para os grupos Fe e controlo
(Figura 8).

Distribuicdo Histolégica do Fe

Durante a experiéncia ndo foi detectada deposigdo do Fe no figado e rim anterior do
robalo, quando corados para o ido férrico (método de Perl's, dados nao apresentados).
A presenga de Centros Melanomacrofagicos (MMC) foi observada no rim anterior e
baco, tal como ja foi anteriormente descrito para a espécie. No caso do bago verificou-
se uma deposi¢ao gradual do Fe, sendo essa deposigédo observada principalmente no

parénquima (Figura 9).

Caracterizagdo Microbiana dos isolados do robalo

Isolados a partir de peixes moribundos foram recolhidos durante a experiéncia de
infecgéo. Estes consistiam em bacilos gram negativos, imdveis e com coloragédo
bipolar, oxidase e catalase positivas, fermentativas sem produgao de gas e sensiveis
ao agente vibriostatico O/129. Em concordancia com Santos et al. (1993), o API-20E
(Biomerieux) foi usado e o codigo 2005004 obtido. Além disso, a cultura original DI-21
(Ph damselae subsp piscicida) foi usada como controlo positivo. Foi demonstrado que
todos os isolados dos peixes moribundos eram Ph damselae subsp piscicida.

Efeitos da suplementacdo do Fe na sobrevivéncia de robalos infectados com Ph
damselae subsp piscicida

A percentagem de sobrevivéncia dos peixes apos a injeccdo de bactérias é
apresentada na Figura 10. A mortalidade nos animais suplementados com carbonyl
iron comegou no dia 7 apds a injecgdo, enquanto que a Unica morte verificada no
grupo controlo foi observada ao dia 10. No final da experiéncia, 14 dias apés injec¢édo
das bactérias, a percentagem de sobrevivéncia observada nos grupos carbonyl iron e
controlo foi de 36 e 91%, respectivamente. Observaram-se diferengas estatisticamente
significativas (P=0,0106) entre a taxa de sobrevivéncia do grupo suplementado com
carbonyl iron e grupo controlo.
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Figura 7: TS e UIBC em ambos os grupos Carbonyl iron (A) e controlo (o). A=TS e
B=UIBC. Os valores sado expressos em Médiatdesvio padrdo (n=6). Analise
estatistica para comparacéo entre os dois grupos, *P<0.05.
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Figura 8: Distribuigéo do Fe em vérios tecidos em diferentes tempos em ambos os
grupos Carbonyl iron (Fe) e controlo. A= figado e B=baco. Os valores séo expressos
em Médiatdesvio padrao (n=6). Andlise estatistica para comparag¢éo entre os dois

grupos, *P<0.05.
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Figura 9: Secgdes histologicas do bago para detecgéo de ido férrico pelo método de
Perl's nos grupos controlo (A) e carbonyl iron (B). ’Locais de depésitos férricos.
Aumento 400X.
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Percentagem de sobrevivéncia
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Figura 10: Percentagem de sobrevivéncia de robalos alimentados com 2,5% de
carbonyl iron (Fe) e dieta normal (C), apds injecgdo com Ph. damselae subsp
piscicida. Andlise estatistica para comparacdo entre os grupos controlo e Ferro,

(P<0.05).
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DISCUSSAO

6.1. Modelo de Sobrecarga de Ferro em robalo (Dicentrarchus labrax L.)
A model for acute iron overload in Sea Bass (Dicentrarchus labrax L.)
Submetido e aceite para publicagdo na Revista: LABORATORY ANIMALS

Neste trabalho demonstramos que mais de 90% do ferro injectado sob a forma
de Iron Dextran na cavidade peritoneal de robalos (Dicentrarchus labrax L.) foi
absorvido em cerca de 6 horas. Resultados semelhantes foram observados por Suzuki
et al. (1995) em ratos, e por Leknes (2001; 2002) em peixes.

A rapida mobilizagdo do IDx da cavidade peritoneal foi seguida por um
aumento nos niveis de ferro no soro (Sl) e saturagéo da transferrina (TS), tal como
pode ser visto aos dias 3 e 6. Uma semana mais tarde, os valores regressaram aos
niveis normais, e mantiveram-se assim até final da experiéncia (dia 41). Este resultado
indica que o ferro é rapidamente mobilizado do peritoneu e transportado em proteinas
na circulagéo. Estudos anteriores com ratos, onde foi utilizado o método da adigédo de
ferro nas ragdes para a sobrecarga deste metal, mostraram que depois do tratamento
existiam aumentos significativos na Sl e TS (Santos et al., 1997). Desta forma parece
que a resposta a sobrecarga de ferro em peixes ndo difere significativamente da
resposta em mamiferos, e por isso sugerimos que a mobilizagdo do ferro € semelhante
nas duas classes de animais.

Até a data ndo existia descrigdo dos niveis basais da Sl, UIBC e TS em robalo,
mas verificamos serem semelhantes aos encontrados em salmonideos (Congleton ef
al. 1991; Langston et al. 1998). Os valores basais do hematécrito, RBC e MCV de
robalo estao de acordo com estudos prévios neste peixe (Hadj Kacem et al. 1987).
Interessante foi o facto de apés a injecgdo de IDx os valores do hematéerito, RBC e
MCV nao sofrerem alteragdes estatisticamente significativas durante a experiéncia, ao
contrario do que acontece em outros animais experimentais. Em ratos com sobrecarga
de ferro existe um aumento no hematacrito, mas nao € alterado o valor RBC, o que por
sua vez leva a um aumento do MCV (Santos et al. 2000). O aumento da eritropoiese
explica esta resposta em animais com sobrecarga de ferro. A auséncia de efeito
observado no hematdcrito e MCV do nosso estudo indica que a eritropoiese ndo tem
um papel importante na resposta a uma sobrecarga aguda de ferro.

Os niveis basais de ferro no bago dos robalos estavam dentro dos valores
anteriormente descritos (Carpené ef al. 1999). Além disso, este 6rgdo mostrou uma
estrutura histolégica semelhante aos bagos de platy e dourada, onde os MMC estéo
distribuidos equitativamente por todo o érgao e contém grandes quantidades de ferro
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(Leknes 2001; Manera et al. 2000). Apos a injecgdo i.p. do IDx observou-se um grande
aumento na concentragao de ferro no bago, que se manteve até final da experiéncia.
Em paralelo observamos o aumento da intensidade da cor azul nos MMC dos peixes
tratados com IDx, enquanto que nos controlos mantiveram a sua aparéncia normal
durante toda a experiéncia. Estas observagdes estdo de acordo com as medigbes do
conteudo em ferro do 6rgdo por AAS.

E sabido que o rim anterior é predominantemente linféide (Press and Evensen
1999). Apesar disso apresenta similaridades estruturais com o bago, nomeadamente a
presenga de MMC, que também acumulam ferro (Leknes 2001; Manera et al. 2000).
Existe pouca investigagao relativamente & concentragdo de ferro no rim anterior de
peixes. No nosso estudo, os niveis de concentragdo de ferro em animais controlo
rondou 1 mg Fe/g de peso seco. Tal como observado no bago para os animais
injectados com IDx, os niveis de ferro no rim anterior aumentaram rapidamente no dia
3, tendo-se mantido elevados até final da experiéncia. Esta observagao foi confirmada
também nos cortes histologicos, evidenciando que, tal como no bago, os MMC do rim
foram os locais de maior acumulagéo de ferro.

No figado de alguns peixes teledsteos foi descrita a presenga de MMC ou de
agregados de macréfagos (Leknes 2001; Manera et al. 2000). No entanto estas
estruturas ndo foram observadas no robalo. Nos animais injectados com IDx o ferro
aparece equitativamente distribuido por todo o érgédo. Além disso a acumulagdo de
granulos ferricos corados pela técnica de Perl's foi observada nos hepatdcitos,
provavelmente sob a forma de ferritina intracelular (Pereira et al. 1999). Os niveis
basais do figado foram similares aos encontrados em ratinhos (Santos et al. 1997) e
truta arco-iris (Carpené et al. 1999), com aproximadamente 0,5 mg Fe/g de peso seco.
No figado dos animais injectados com |Dx observou-se uma acumulagéo progressiva
do ferro até ao dia 6 (aumento de 36 vezes), seguido de uma diminuicdo da
concentragdo que se manteve até final da experiéncia. Em ratinhos foi observado
comportamento semelhante (Pereira et al. 1999).

Neste trabalho demonstramos que o IDx injectado via i.p. € rapidamente
absorvido para a circulagéo, tal como & indicado pelo aumento nos niveis de ferro
circulantes (SI). Além disso, o nivel elevado da saturagdo das proteinas ligadoras do
ferro sugere que o ferro € activamente transportado pelas proteinas séricas.

Apo6s ser transportado na corrente sanguinea, o ferro deposita-se nos 6rgaos
com capacidade armazenadora, tal como se pode observar nos niveis de ferro
determinados por AAS. Demonstramos também que os MMC do rim anterior e bago
sdo locais de acumulagéo de ferro, o que &€ consistente com o conhecimento da fungao

acumuladora e de recirculagéo do ferro destas estruturas.
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Embora o figado de robalo ndo apresente MMC, foi observado que este tecido
apresentava também sobrecarga de ferro. Verificou-se que neste 6rgéo o ferro
aparece acumulado sob a forma de granulos férricos dentro dos hepatdécitos.

Em conclusdo, o presente estudo caracteriza varios parametros envolvidos no
metabolismo do ferro e desenvolve um modelo de sobrecarga de ferro nos peixes.
Este modelo animal pode ser utilizado em futuros estudos de toxicidade do ferro e

susceptibilidade a infecgbes bacterianas.

6.2. Efeito da sobrecarga de Fe injectado i.p. na patogenicidade por
Photobacterium damselae subsp piscicida no robalo (Dicentrarchus labrax L.)

A Figura 6 descreve as mortalidades de robalos com sobrecarga em ferro e

controlos, quando infectados com diferentes doses de Photobacterium damselae
subsp piscicida.
Este estudo revelou que uma dose entre 1,8x10° CFU e 5x10° CFU para robalos de
40g, e entre 1,3x10° CFU e 10" CFU para robalos de 90g, seriam as doses ideais a
aplicar em experiéncias de determinagao de diferengas na mortalidade entre animais
controlo e com sobrecarga em ferro, quando infectados com Ph damselae subsp
piscicida.

O objectivo deste estudo foi a determinagédo de uma dose a aplicar nos animais
com sobrecarga em ferro na dieta. Assim, com uma dose entre as estabelecidas
anteriormente, possivelmente encontraremos diferengas entre os robalos com

sobrecarga em ferro e os controlos.

6.3. Efeito da sobrecarga de Ferro na dieta na patogenicidade por
Photobacterium damselae subsp piscicida no robalo (Dicentrarchus labrax L.)
(The effect of dietary iron overload on Photobacterium damselae subsp piscicida
pathogenicity in Sea Bass (Dicentrarchus labrax))

Submetido & Revista: Journal of Fish Diseases

A suplementagdo de carbonyl iron na dieta do robalo resultou em alteragtes
nos parametros hematolégicos, tal como é revelado pelo aumento moderado dos
valores da concentragdo de ferro no soro (Sl), diminuicdo da UIBC, e consequente
elevagéo da TS. Resultados semelhantes foram referidos por Santos et al. (1997) em

ratinhos, e por Carpené et al. (1999) em dourada (Sparus aurata).
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Considerando as pequenas alteragdoes observadas até ao dia 31 apds a
suplementagao com carbonyl iron, podemos concluir que o robalo tem uma certa
capacidade para controlar a absor¢do do ferro. No entanto, com uma administragéo
mais prolongada essa capacidade reguladora & perdida, tal como se pode ver pelos
valores hematologicos apdés 80 dias de administragdo de carbonyl iron. Situagao
semelhante foi observada em outros estudos de suplementagdo com ferro (Santos et
al. 1997). Este estado de sobrecarga hematologica de ferro manteve-se durante toda a
experiéncia. Este resultado sugere que o robalo é capaz de controlar a absorgao do
ferro a partir da dieta até um certo ponto, mas com suplementagao prolongada esta
regulagao é afectada.

Nesta experiéncia, a dieta com suplemento de ferro leva a um aumento da
concentragdo hepatica do metal no robalo. Experiéncias de suplementagao de ferro na
dieta de roedores obtiveram resultados semelhantes (Santos et al., 1997; Park et al.,
1987; Valério & Petersen, 2000; Pigeon et al., 1999). Apesar disso, estes autores
observaram concentragbes hepaticas de ferro superiores as encontradas no robalo.
No entanto, uma comparagao directa dos niveis hepaticos de ferro entre roedores e
robalos suplementados com ferro na dieta é enganadora, devido as diferengas em
varios procedimentos experimentais (forma do ferro na dieta, tamanho do animal e
durag@o da experiéncia). Neste caso, o nivel relativamente baixo de sobrecarga de
ferro no robalo pode ser explicado pela reduzida taxa metabdlica ou, em alternativa,
devido a diferengas no controlo da absorgao do ferro.

Tal como ilustrado na figura 8, a concentragdo hepatica de ferro em robalos
tratados com carbonyl iron aumenta rapidamente até um pico préximo aos 3 meses,
tendo estabilizado até final da experiéncia. Uma observagao semelhante foi feita por
Park et al. (1987), durante uma experiéncia de um ano de administragdo de ferro na
dieta de roedores. Por outro lado, no robalo suplementado com carbonyl iron, a
concentragdo esplénica de ferro aumentou lenta e gradualmente, novamente
semelhante ao que foi descrito em ratos (Park et al., 1987). Este resultado indica que
durante os primeiros meses de administragdo de carbonyl iron na dieta, o primeiro
orgao alvo para a acumulagdo de ferro € o figado. No entanto, apds o nivel de
concentragao hepatica de ferro ter chegado a um limite estavel, o bago passa a ser o
local principal de acumulagao do metal.

No nosso estudo a deposi¢ao do ferro no figado nao foi detectada pelo método
de Perl's. Este resultado aparece em contraposicdo com diversos estudos de
suplementacdo com carbonyl iron em roedores, onde foi descrito que a sobrecarga de
ferro na dieta leva ao aparecimento do ferro nas células de Kupfer e também nos
hepatocitos (Park et al., 1987; Pigeon et al., 1999; Santos ef al., 2000). Embora as
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células de Kupfer ndo estejam presentes no figado de robalo, era esperado que os
depésitos de ferro pudessem ser detectados nos hepatécitos pela coloragdo de Perl's.
No entanto, como a concentragéo de ferro no figado foi relativamente baixa, ndo pode
ser excluida a hipdtese da auséncia de coloragdo azul se dever ao limite de detecgéo
da técnica de Perl's. Além disso, dado que a coloragéo de Perl's detecta ferro na sua
forma férrica (Fe**), é também possivel que o armazenamento do ferro esteja numa
forma indetectavel por este método.

No rim anterior e no bago foram observados MMC. Nos peixes, estao
normalmente presentes nestes tecidos, e sdo constituidos por células cheias com
granulos pigmentares castanho-escuro, tal como visto na coloragédo de rotina (HE)
(Leknes 2001; Manera et al., 2000). No rim anterior ndo foi observada coloragao azul
na aplicagdo do método de Perl’s, nem mesmo detectadas diferengas durante toda a
experiéncia na concentragao total (AAS) de ferro entre o grupo controlo e o grupo
suplementado com carbonyl iron. Devido a esse facto, ndo foi surpreendente a
auséncia de cor azul no tecido.

Tal como mencionado anteriormente a suplementagdo de ferro na dieta
resultou num aumento do contetdo em ferro do bago, que foi mais tarde seguida por
um aumento gradual na coloragdo azul. Devido as fungdes atribuidas aos MMC, que
incluem eritrofagocitose e armazenamento de ferro, seria de esperar que estas
estruturas fossem os primeiros locais de deposi¢ao de ferro (Agius & Roberts 2003).
No entanto, foi observado que a deposicdo ndo se fazia apenas nos MMC, mas
também no parénquima (Figura 9).

Apos ter sido estabelecido o estado de sobrecarga de ferro no robalo, o ensaio
com Ph. damselae subsp piscicida foi realizado. Os resultados obtidos indicam que os
niveis aumentados de ferro na dieta tiveram um efeito pronunciado na percentagem de
sobrevivéncia apds exposicdo a Ph. damselae subsp piscicida (Figura 4). Esta
situagdo ndo foi observada em experiéncias de suplementagdo de ferro em peixes-
gato quando infectados com E. ictaluri (Lim et al., 2000; Barros et al., 2002). No nosso
estudo os animais do grupo suplementado com carbonyl iron tornaram-se mais
susceptiveis ac agente infeccioso, havendo maior mortalidade do que no grupo
controlo. Resultados semelhantes foram observados em salméo Atlantico com
elevados niveis de ferro no soro e infectado com Vibrio (Ravndal et al., 1994), e em
trutas injectadas com ferro e infectadas com Ph. damselae subsp piscicida (Magarifios
et al., 1994). Além disso, experiéncias com ratinhos com sobrecarga de ferro por
injecgdo mostraram uma diminuigao da LDs, quando os animais foram infectados com
Vibrio vulnificus (Hor et al., 2000; Starks et al., 2000).
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Em conclusdo, este estudo demonstra que o robalo € capaz de controlar a
absorgao do ferro, mas com uma continua administragao essa regulagéo é diminuida.
O primeiro alvo para acumulagéo do ferro é o figado, seguido por uma progressiva
acumulagdo no bago. Além disso, o nosso resultado indica claramente que
concentragbes elevadas de ferro na dieta aumentam a susceptibilidade do robalo a
infecgdes por Ph. damselae subsp piscicida.

Este resultado demonstra a importéncia do ferro na interacg&o entre o robalo e
a bactéria Ph. damselae subsp piscicida. No entanto, novos estudos s&o necessarios
para clarificar o papel do ferro na interacgdo hospedeiro / organismo patogénico.
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CONCLUSAO

Neste trabalho demonstramos que o ferro injectado no peritoneu do robalo sob
a forma de Iron Dextran (IDx) é rapidamente absorvido para a circulagdo. Logo apos a
passagem para a corrente sanguinea, o ferro é detectado ligado a proteinas séricas
transportadoras. Foram aqui também descritos os niveis basais da Sl, UIBC e TS em
robalo. Estes valores basais da espécie sdo semelhantes aos encontrados em
salmonideos.

Em situagbes de sobrecarga, o ferro em excesso € depositado em 6rgaos cujas
fungbes armazenadoras estdo bem evidentes, nomeadamente o figado, o rim anterior
e 0 bago. No caso do rim anterior e bago a deposicédo deste metal realiza-se nos MMC,
enquanto que no figado essa distribuicdo acontece sob a forma de granulos
intracitoplasmaticos dentro dos hepatdcitos.

Uma vez estabelecida e caracterizada a situacdo de sobrecarga de ferro no
robalo apds injecgdo de IDx, procedemos a infecgdes experimentais com
Photobacterium damselae subsp piscicida. Este estudo revelou que entre 1,8x10° CFU
e 5x10° CFU em robalos de 40g, e entre 1,3x10° CFU e 10’ CFU em robalos de 90g,
poderiamos encontrar diferengas nas taxas de sobrevivéncia entre animais controlo e
com sobrecarga em ferro, quando infectados com a bactéria.

Posteriormente, tentdmos caracterizar a situagéo de sobrecarga do robalo com
ferro, mas agora por suplementagéo prolongada com 2,5% de Carbonyl Iron na dieta.
Foi constatado que o robalo tem capacidade de controlo da absorgao do ferro, mas em
experiéncias de longa duragdo essa regulagédo é perdida. Apods ser absorvido, o
primeiro alvo para a acumulagéao do ferro & o figado, seguido por uma progressiva
acumulagdo no bago. Uma vez estabelecida e caracterizada a situagao de sobrecarga
de ferro no robalo ap6s suplementagdo prolongada com Carbonyl Iron na dieta,
procedemos a infecgao experimental com Photobacterium damselae subsp piscicida.
O resultado obtido indica claramente que concentragdes elevadas de ferro na dieta
aumentam a susceptibilidade do robalo a infec¢des por Ph. damselae subsp piscicida.

O resultado destes varios estudos demonstra a importancia que o ferro tem na
interacgd@o entre o robalo e a bactéria Ph. damselae subsp piscicida. A sobrecarga do
robalo com o metal aumenta a susceptibilidade a infecgbes bacterianas.
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PERSPECTIVAS FUTURAS DE INVESTIGAGAO

Durante a execucdo deste trabalho fomos deparando com algumas questdes que
poderiam servir para uma continuidade deste trabalho. De entre essas questbes
podem-se destacar as seguintes:

a) A mobilizagao do |IDx injectado no peritoneu dos robalos para a circulagé@o € rapida.
Como se processa este fenomeno? Sera um processo de difusao (activa ou passiva)
ou mediada por células?

b) As bactérias tornam-se mais infecciosas na presenga de Fe. A dlvida permanece
no sentido de saber se este aumento da infecciosidade das bactérias em organismos
com sobrecarga em Fe se deve ao aumento do nimero de bactérias ou a maior
produgdo de proteinas toxicas para o hospedeiro.

c) Ap6s uma longa administragao de carbonyl iron na dieta a presenga de Fe no figado
nao foi detectada pelo método de Perl's, mas sim pelo AAS. Qual a forma quimica em
que o Fe se deposita no figado? Pode ser detectada por algum método semelhante ao
de Perl's?

d) Qual o efeito da deposi¢ao de grandes quantidades de Fe nos tecidos do peixe?

e) Sera que se verificam altera¢cdes hematoldgicas durante a administragao de Fe na
dieta?

Depois de colocadas estas questdes, verifica-se que novos estudos séo

necessarios para clarificar o papel do ferro na interacgdo hospedeiro / organismo

patogenico, bem como para confirmar algumas teorias do seu metabolismo.
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ERRATA
Resumo:

onde se |é: “Experiéncias de infec¢do nos peixes injectados com iron dextran
permitiu...”, devera ler-se: “...com iron dextran permitiram...”;

onde se |&: “...causing.pasteurellosis”, devera ler-se: “...causing pasteurellosis”;

Introdugao:

(pagina 2) onde se Ié: “...garantir um balango optimo de Ferro...”, devera ler-se:
“...garantir uma balanco éptimo de Fe...”;

(pagina 13) onde se |&: “...a existéncia de sistemas eficientes de captacao de Fe foram
relacionados ...", devera ler-se: “...a existéncia de sistemas eficientes de captacao de
Fe foi relacionada...”
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