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Resumo: O objetivo deste estudo foi caracterizar as células residentes e infla-
matórias da cavidade peritoneal do robalo peva e determinar a atividade fago-
cítica in vitro de macrófagos inflamatórios após um, dois, três, sete e quatorze 
dias de implante de lamínula. Foram utilizados 30 animais, divididos em cinco 
grupos experimentais e um grupo controle. O grupo controle foi utilizado para 
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identificação e caracterização dos tipos celulares normalmente presentes na cavi-
dade peritoneal. Os demais grupos receberam implante de quatro lamínulas cir-
culares por animal, que foram retiradas nos períodos pré-estabelecidos e incuba-
das com Saccharomyces cerevisiae para avaliação da atividade fagocítica sendo o 
exudato inflamatório centrifugado para a análise morfológica e citoquímica das 
células residentes e inflamatórias. Nos animais-controle, foram encontrados ape-
nas neutrófilos e macrófagos. Após um e dois dias do implante, predominaram 
neutrófilos seguidos de macrófagos, e em três dias, macrófagos seguidos de lin-
fócitos e trombócitos. Após sete e quatorze dias observou-se a presença de gigan-
tócitos. Citoquimicamente, os neutrófilos foram positivos para glicogênio, mielo-
peroxidase e Sudan Black, os macrófagos para mieloperoxidase e os trombócitos 
para glicogênio. Não houve diferença estatística para a atividade fagocítica nos 
períodos considerados, sendo, no entanto, observada uma atividade fagocítica 
máxima no período de três dias após o implante. Os parâmetros estudados pode-
rão ser utilizados em trabalhos futuros relativos ao conhecimento dos processos 
inflamatórios frente a diferentes agentes logísticos em robalo peva.

Palavras chave: Centropomus parallelus; Exudato inflamatório; Citoquímica; 
Leucócitos; Fagocitose.

CHARACTERIZATION OF FAT  
SNOOK (CENTROPOMUS PARALLELUS) 
PERITONEAL CELLS AND MEASURE OF 

MACROPHAGES PHAGOCYTIC ACTIVITY 
Abstract: The objective of the present study was to characterize the resident 
and inflammatory cells from peritoneal cavity of fat snook (Centropomus 
parallelus) fish and evaluate in vitro the phagocytic activity of inflammatory 
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macrophages within one, two, three, seven and fourteen days after implan-
tation of four coverslips for animal. 30 animals were used and divided in 
five groups of 5 animals (experimental) and one group of 5 animals (con-
trol) differing only by the absence of coverslip at peritoneal cavity (control 
group). After incubation period the coverslips were removed from perito-
neal cavity and submitted to treatment with Saccharomyces cerevisae yeast 
in order to evaluate the phagocytic activity and the inflammatory exudate 
were centrifuged to morphologic and cytochemical analysis of resident and 
inflammatory cells. In the control group were found neutrophils and ma-
crophages only. In experimental group at first and second day, were found 
neutrophils followed by macrophages and after the third day was observed 
a predominance of macrophage followed by lymphocytes and thrombo-
cytes. At seventh through fourteenth days were observed the presence of 
Giant cells. Neutrophils were positive to glycogen, myeloperoxidase and Su-
dan Black, macrophages positive to myeloperoxidase and the thrombocytes 
to glycogen. No statistical differences were found to phagocytic activity of 
control groups compared to treated groups. The studied parameters can 
be used in future work on the knowledge of the inflammatory processes 
against different logistic agents in fat snook.

Keywords: Centropomus parallelus; inflammatory exudate; cytochemical; 
leucocytes; Phagocytosis.

Introdução

O sistema imune dos peixes apresenta-se bem desenvolvido, podendo, 
em alguns aspectos, ser comparável ao de humanos, como por exemplo, no 
que se refere à resposta imune específica e inespecífica. Tal fato pode ser 
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comprovado pela capacidade destes animais responderem às infecções, por 
mecanismos de defesa celular, com a participação de fagócitos circulantes e 
teciduais com alta capacidade fagocítica, e por defesa humoral inespecífica, 
com a atuação de substâncias que inibem infecções microbianas (SUZUKI, 
1986; DO VALE et al., 2002; FAST et al., 2002; SAURABH; SAHOO, 2008; 
ZHANG et al., 2009).

Os tipos celulares envolvidos na defesa celular inespecífica em peixes 
incluem principalmente monócitos/macrófagos e granulócitos. Como é 
classicamente conhecido, além dos neutrófilos, os monócitos também mi-
gram para as áreas de inflamação aguda e participam ativamente na fago-
citose de agentes invasores (ROBERTSEN, 1999; MAGNADÓTTIR, 2006; 
DEZFULI; GIARI, 2008).

O processo fagocítico realizado pelos macrófagos nessa classe animal 
pode ser evidenciado tanto por estudos “in vivo” quanto “in vitro” (JENS-
CH-JUNIOR et al., 2006; SANTOS et al., 2009). Os macrófagos são consi-
derados, nos teleósteos, como o tipo celular mais eficiente na fagocitose de 
patógenos e de restos celulares do processo inflamatório e de outros proces-
sos degenerativos (BODAMMER; ROBOHM, 1996).

O padrão da capacidade e do índice fagocíticos de macrófagos em pei-
xes podem ser utilizados como indicadores das condições de homeostase 
ideais ou alteradas (PULSFORD, 1984; BLAZER et al., 1987). Dessa forma, 
bioensaios envolvendo processos inflamatórios com consequente estímulo 
da atividade macrofágica fornecem informações importantes que podem 
auxiliar na compreensão, tanto do sistema de defesa de peixe relacionado 
à resposta aos diversos tipos de patógenos e susceptibilidade nos diferentes 
tecidos quanto da sua inter-relação com o meio, como por exemplo, varia-
ção de temperatura (SILVA et al., 2002; SANTOS et al., 2009). Neste tipo de 
estudo, a cavidade peritoneal se faz um importante e eficiente local para o 
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isolamento e estudo de seus componentes celulares, bem como da capacida-
de fagocítica de macrófagos em diferentes espécies (SUZUKI, 1986; SILVA 
et al., 2002; JENSCH-JUNIOR et al., 2006).

Dentre as espécies de peixes brasileiras, uma que vem se destacando 
é o robalo peva (Centropomus parallelus). Dentre as vantagens que o co-
loca em evidência, pode-se destacar a ótima qualidade e aceitação de seu 
produto para consumo, de elevado valor econômico no mercado, além de 
apresentar um resultado satisfatório em cultivo. Tais características leva-
ram à realização de diversos estudos (ALVAREZ-LAJONCHÈRE; TSUZU-
KI, 2008; CERQUEIRA; TSUZUKI, 2009; RIBEIRO; TSUZUKI, 2010) que, 
em sua maioria, estão relacionados à reprodução, hábitos alimentares, toxi-
cidade e parasitologia. No entanto, poucos são os estudos que demonstram 
um conhecimento básico sobre seu sistema imunológico (SILVA et al., 2011; 
SANTOS et al., 2012). Assim, foram caracterizadas morfo-citoquimica-
mente as células residentes e migratórias da cavidade peritoneal, avaliação 
da resposta inflamatória crônica e determinada a atividade fagocítica de 
macrófagos peritoneais de robalo peva após o implante de lamínulas.

Material e métodos

Trinta peixes, com peso médio de 57g, foram capturados de tanques-
-rede com dimensões de 5 x 5 x 2,5m, situados no estuário lagunar de Ca-
nanéia, estado de São Paulo, Brasil. Os peixes foram estocados na densida-
de de 1g de peixe/L e alimentados 2 vezes ao dia com ração contendo 45% 
de proteína bruta. Após a captura, os animais foram transferidos para o 
laboratório de maricultura do Instituto de Pesca, localizado nas dependên-
cias da Agência Paulista de Tecnologia do Agronegócio em Cananéia. Os 
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animais foram acondicionados em dez tanques com capacidade para 500 L 
de água cada, abastecidos com água proveniente do próprio estuário, com 
aeração constante, a fim de se manter as mesmas condições físico-químicas 
da água do local de captura. Nesses tanques, os peixes foram mantidos du-
rante um período de 48 horas, para se recuperarem dos efeitos do estresse 
de captura, manejo e transporte, segundo recomendado por Santos et al. 
(2009). Durante o experimento, a temperatura média da água foi de 25°C ± 
0,5, pH de 6,5 ± 0,5 e salinidade de 6,0 ± 0,6. 

Os animais foram subdivididos em 6 caixas contendo cinco grupos 
de cinco animais cada (grupo experimental), e um grupo de cinco animais 
(grupo controle). O grupo controle foi utilizado para identificar e caracte-
rizar os tipos celulares presentes nos animais em condições normais, isto é, 
na ausência do implante de lamínulas.

Após a anestesia geral com benzocaína (1g / L de água), realizou-se 
assepsia com álcool iodato na região abdominal, realizou-se uma incisão de 
aproximadamente 2 cm na região abdominal e, em seguida, foram implan-
tadas 4 lamínulas circulares de 10 mm de diâmetro na cavidade peritoneal, 
sendo duas de cada lado, no espaço entre as vísceras e o peritônio (SILVA et 
al., 2002). Os animais foram suturados, realizado assepsia no local da sutu-
ra e acondicionados nos respectivos tanques. Não foram observados sinais 
de infecção no local da sutura. 

A caracterização das células peritoneais e a análise da dinâmica 
da atividade fagocítica in vitro dos macrófagos aderidos às lamínulas 
foram realizadas nos períodos de um, dois, três, sete e quatorze dias 
após o implante de lamínulas. No final de cada período, os animais 
foram anestesiados com benzocaína (1g / L de água) para a realização 
do lavado da cavidade peritoneal com PBS e retirada das lamínulas 
(PETRIC et al., 2003). As mesmas foram lavadas três vezes em tampão 
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PBS (Buffer Saline) 0,1 M, pH 7,2 e em seguida colocadas em contato 
com 300 μL de uma suspensão de 8x104 leveduras (Saccharomyces ce-
revisiae) /mL de meio RPMI (SILVA et al., 2002). Sob esta suspensão, 
acondicionou-se a região da lamínula que se apresentava em contato 
com as vísceras, sendo preenchida com mais 300 μL da mesma sus-
pensão de levedura (SILVA et al., 2002). Após leve homogeneização, 
as lamínulas foram incubadas por 4 horas em câmara úmida. Fina-
lizado este período, as lamínulas foram lavadas e analisadas a fresco 
sob microscopia de contraste de fase para a determinação da atividade 
fagocítica, representada pela capacidade fagocítica (CF), que consiste 
em determinar a porcentagem de fagócitos contendo leveduras fagoci-
tadas, e o índice fagocítico (IF), que representa o número de leveduras 
fagocitadas / total do número de macrófagos que fagocitaram.

Após a retirada das lamínulas e determinada a atividade fagocíti-
ca dos macrófagos, todos os animais foram submetidos à lavagem da 
cavidade peritoneal com tampão PBS. O lavado coletado foi centri-
fugado a 400g por 10 minutos e o sedimento ressuspenso em PBS foi 
distendido sobre lâminas de microscópio e submetidas aos métodos 
de Rosenfeld para a caracterização morfológica e identificação das 
células e aos métodos citoquímicos de ácido-periódico-Schiff (PAS) 
para detecção de glicogênio, Sudan Black B (SBB), para detecção de 
fosfolipídios dos grânulos citoplasmáticos e o-toluidina-H2O2, para a 
detecção da mieloperoxidase.

Para a análise dos resultados da atividade fagocítica dos macrófa-
gos foi utilizado o método estatístico da análise de variância por postos 
de Kruskal-Wallis. Este teste, quando significativo, é complementado 
pelo teste de Comparações Múltiplas. Os resultados são considerados 
significantes quando p  0,05. 
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Resultados

Os nossos resultados demonstraram que as células residentes pre-
sentes na cavidade peritoneal de robalos em condições normais foram 
somente macrófagos. 

Nos animais implantados, em um e dois dias, verificou-se no ex-
sudato inf lamatório que o neutrófilo foi o tipo celular mais comumen-
te observado, porém, após três dias, os macrófagos se mostraram mais 
abundantes. E neste mesmo período, pela primeira vez, apareceram 
linfócitos e trombócitos. Nos períodos de sete e quatorze dias foram 
observadas aderidas nas lamínulas circulares a presença de células gi-
gantes de corpo estranho. 

Morfologicamente, os neutrófilos apresentaram características 
semelhantes entre os grupos, como a forma esférica da célula, núcleo 
excêntrico esférico ou lobolado, citoplasma contendo poucos grânu-
los e vacúolos bem evidentes nos animais que receberam implante de 
lamínulas. Os macrófagos apresentaram forma irregular, núcleo ex-
cêntrico e basofilia citoplasmática acentuada (Fig. 1a). Nos animais 
que receberam lamínulas, os macrófagos se mostraram maiores, e o 
citoplasma mais intensamente vacuolizado e de aparência espumosa. 
Após o implante, foram identificados também linfócitos, que mor-
fologicamente, apresentaram núcleo esférico, cromatina condensada 
e citoplasma basófilo (Fig. 1 b). Os trombócitos apresentaram forma 
variando de elíptica a esférica, núcleo esférico com cromatina con-
densada e citoplasma hialino apresentando projeções citoplasmáticas 
(Fig. 1c). Com frequência, foi possível observar macrófagos contendo 
leveduras internalizadas (Fig. 1d).
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Figura 1: Fotomigrografia de células de exudato inf lamatório da cavidade de 
C. parallelus, correspondente a: a) macrófago com formato espraiado, com 
núcleo irregular e excêntrico e citoplasma apresentando basofilia acentuada; 
b) linfócito com formato esférico, cromatina condensada e citoplasma basó-
filo; c) trombócito apresentando núcleo esférico com cromatina condensada 
e citoplasma hialino apresentando projeções citoplasmáticas; Rosenfeld; d) 
macrófago com leveduras internalizadas; microscópio de contraste de fase. 
Barra = 10 μm.

Citoquimicamente, em ambos os grupos, o SBB foi positivo so-

mente em neutrófilos. Já o grau de positividade ao PAS nos neutrófi-

los dos animais implantados, foi mais intenso quando comparado ao 

de neutrófilos de animais controle. Com o método para detecção da 

mieloperoxidase (MPO), foi possível diferenciar neutrófilos de macró-

fagos devido à fraca positividade demonstrada em macrófagos, e forte 

positividade em neutrófilos. 
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Tabela 1: Resultados citoquímicos dos leucócitos da cavidade peritoneal do roba-
lo peva Centropomus parallelus, na ausência, e após o implante de lamínula. (++) 
fortemente positivo; ( + ) positivo; ( ± ) fracamente positivo e ( - ) negativo.

Sem implante
Células PAS SBB MPO
Macrófago ± -- +

Com implante
Neutrófilo ++ + ++
Macrófago + -- ±
Linfócito -- -- --
Trombócito ++ -- --

PAS: ácido-periódico-Schiff; SBB: Sudan Black B; MPO: mieloperoxidase

Não houve diferença significativa para CF e IF entre os grupos. Após sete 
dias, observou-se respectivamente uma pequena diminuição seguida de dis-
creto aumento nesses mesmos parâmetros. Ambos os parâmetros mostraram 
que três dias após o implante, a atividade fagocitica foi máxima (Figuras 2 e 3).
Fguura 2 in vitro, 
dos macrófagos peritoneais do Centropomus parallelus 1, 2, 3, 7 e 14 dias após 
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Figura 3: Médias e desvio-padrão das médias do índice fagocítico, in vitro, dos 
macrófagos peritoneais do Centropomus parallelus 1, 2, 3, 7 e 14 dias após implan-
te de lamínulas.

Discussão

Sabe-se que nos últimos anos, diversos estudos experimentais, tanto 
in vivo quanto in vitro, foram realizados em peixes, ressaltando a impor-
tância de se conhecer os diferentes tipos celulares envolvidos no sistema 
imune de diversas espécies, bem como sua resposta frente a diferentes es-
tímulos. Os órgãos e as regiões comumente utilizadas para a obtenção de 
células fagocitárias nestes estudos foram o rim cefálico, baço, bexiga nata-
tória, intestino e a cavidade peritoneal onde as células podem ser isoladas e 
identificadas (SILVA et al., 2002; PETRIE-HANSON; PETERMAN, 2005; 
CUESTA et al., 2007; MARTINS et al. 2009; SANTOS et al., 2009).

No presente estudo, optou-se em escolher a cavidade peritoneal do 
robalo peva por se tratar de uma região em que os macrófagos são facil-
mente obtidos, independente do estímulo utilizado na indução do processo 
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inflamatório. Outro fator se deve à facilidade em implantar lamínulas de 
vidro na cavidade peritoneal, as quais são também facilmente removidas, 
podendo ser utilizadas para separar os macrófagos de granulócitos, uma 
vez que os macrófagos são capazes de se aderirem em substratos de vidro 
e de sobreviverem por longo período em meios de cultura (SILVA et al., 
2002). Além da cavidade peritoneal, Petric et al. (2003) relatam o implante 
subcutâneo de lamínulas como sendo um bom modelo para isolamento e 
estudo de macrófagos e células gigantes.

Os macrófagos observados na cavidade peritoneal de robalos em con-
dições normais, foram também descritos por Do Vale et al. (2002), e são 
chamados de fagócitos residentes presentes em diferentes tecidos (AFON-
SO et al., 1998). Acreditamos que estas células fazem parte da população 
normal da cavidade peritoneal do robalo peva sem necessariamente esta-
rem relacionadas a algum tipo de processo inflamatório. 

Dentre os tipos celulares encontrados na cavidade peritoneal dos ani-
mais implantados neste estudo, chamou a atenção a presença de células 
gigantes de corpo estranho nos períodos de sete e quatorze dias, descrita 
também por Silva et al. (2002) e Jensch-Junior et al. (2006) pois, segundo 
os autores, essas células gigantes apresentam capacidade fagocítica, sendo 
possivelmente um mecanismo de defesa não específico bem conservado em 
peixes teleósteos. A presença dessas células foi também observada por Pe-
tric et al. (2003), a partir de três dias após o implante de lamínulas subcutâ-
nea, diferentemente dos nossos achados. 

As características morfológicas dos neutrófilos da cavidade peritoneal, 
foram semelhantes às descritas em neutrófilos do sangue periférico de ro-
balo peva por Silva et al. (2011). Observou-se, também, que nos animais 
implantados, essas células apresentaram vacúolos bem evidentes e de di-
ferentes tamanhos. Essa característica observada nos neutrófilos do grupo 
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experimental é típica de células em atividade fagocítica, conforme relatada 
em Oreochomis niloticus e Cyprinus carpio (SUZUKI, 1986) e em Piaractus 
mesopotamicus (FLORES QUINTANA; MORAES, 2001).

No presente estudo, caracterizou-se apenas um tipo morfológico de 
macrófago na cavidade peritoneal do robalo peva, que por sua vez, se mos-
traram maiores nos animais que receberam implantes, além de apresen-
tarem citoplasma mais intensamente vacuolizado e de aparência espumo-
sa, característico de células em atividade fagocítica, conforme observado 
por Suzuki (1986), Flores Quintana e Moraes (2001), e Jensch-Junior et 
al. (2006). Por outro lado, Bodammer e Robohm (1996), e Neumann et al. 
(2000) acreditam que os macrófagos representam uma população de célu-
las heterogêneas. 

Os linfócitos observados após o implante foram morfologicamente 
idênticos aos observados por Silva (2002), Jensch-Junior et al. (2006) e Silva 
et al. (2011). Levando-se em consideração que a presença dessa célula em 
locais de injúria tecidual, incluindo a cavidade peritoneal, normalmente 
é característica de um processo inflamatório mais tardio e levando-se em 
conta que essa célula participa da resposta do sistema imune específico em 
peixes, podendo em certos casos exercer atividade fagocítica (BEELEN et 
al., 2003; JENSCH-JUNIOR et al., 2006; ØVERLAND et al., 2010), é pos-
sível acreditar que os linfócitos peritoneais possam participar da modula-
ção na resposta inflamatória crônica do robalo peva.

Em relação aos trombócitos relatados neste estudo, as mesmas carac-
terísticas morfológicas foram encontradas em outras espécies por Rough 
et al. (2005), Pavlidis et al. (2007). Supõe-se que a presença dessa célula na 
cavidade peritoneal possa estar envolvida no processo fagocítico, uma vez 
que essas células, quando presentes no sangue periférico do robalo peva, 
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são capazes de realizar fagocitose, conforme demonstrado por Silva et al. 
(2011), Tavares-Dias et al. (2007), Nagasawa et al. (2014).

Normalmente, a diferenciação entre neutrófilos e macrófagos da ca-
vidade pode não ser tão simples devido a algumas semelhanças morfológi-
cas neste animal. Portanto, para que tal diferenciação possa ser realizada 
com precisão, é necessário, além do conhecimento morfológico de cada 
tipo celular, um conhecimento apropriado quanto à natureza química de 
diferentes macromoléculas no interior da célula, assim como presença de 
diferentes enzimas dentro da mesma. Nesse sentido, além da aplicação de 
métodos de coloração, o uso da citoquímica se torna apropriado neste tipo 
de estudo, uma vez que possibilita a diferenciação dos tipos celulares e a 
detecção da atividade enzimática na célula. No presente estudo, foi possível 
diferenciar e identificar, na cavidade peritoneal, os tipos celulares baseado 
nas características morfológicas e citoquímicas encontradas e comparadas 
às descritas previamente por outros autores (DO VALE et al., 2002; SHIG-
DAR et al., 2009; SILVA et al., 2011).

Em ambos os grupos, o SBB foi importante para diferenciar neutrófilo 
de macrófago, uma vez que somente os neutrófilos foram positivos para 
este método. Da mesma forma, o método para detecção da mieloperoxidase 
(MPO) foi importante para diferenciação entre neutrófilos e macrófagos 
devido à fraca positividade demonstrada em macrófagos, e forte positivi-
dade em neutrófilos, concordando com as observações relatadas por Do 
Vale et al. (2002) e Silva et al. (2011). Quanto ao maior grau de positividade 
ao PAS, observado nos neutrófilos dos animais implantados quando com-
parados aos neutrófilos de animais sem implante, a literatura destaca que 
tal aumento normalmente pode ocorrer em células estimuladas por bacté-
rias ou por outras substâncias (DRASTICHOVÁ et al., 2005; TAVARES-

-DIAS, 2006). Este método também foi importante para diferenciação entre 
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linfócitos e trombócitos, uma vez que somente os trombócitos apresenta-
ram positividade. A essa positividade em trombócitos, diferentes autores 
demonstraram a concentração de glicogênio como possível fonte energética 
em processos fagocíticos, inclusive no robalo peva (TAVARES-DIAS; MO-
RAES, 2007; SILVA et al., 2011). Diante disso, acredita-se que em possíveis 
invasões por patógenos, os trombócitos também possam exercer um papel 
importante no que diz respeito à resposta imune na cavidade peritoneal.

Neste estudo, apesar dos resultados relativos à CF e IF não terem 
demonstrado diferenças estatisticamente significativas quando compara-
dos entre si, é digno de nota a existência de importante oscilação fisioló-
gica desses parâmetros, visto que, no período de um dia após o implante 
de lamínulas foram registrados valores inferiores àqueles observados após 
três dias, que foram mais elevados, conforme descrito por Jensch-Junior 
et al. (2006). Após sete dias, observou-se diminuição seguida de discreto 
aumento nessas mesmas variáveis. O período de três dias após o implante 
de lamínula parece ser o período de maior atividade fagocítica dos macró-
fagos peritoneais. Os resultados mostraram que três dias após o implante, 
a atividade fagocítica foi máxima. Além do mais, foi possível demonstrar 
que o implante de lamínula de vidro foi eficaz para estimular a migração de 
fagócitos para a cavidade peritoneal. Os parâmetros estudados poderão ser 
utilizados em trabalhos futuros no campo da aquicultura.

Os macrófagos são os fagócitos residentes na cavidade peritoneal do 
robalo peva. Os linfócitos e trombócitos participam do processo infla-
matório após sete dias do implante de lamínula. O método citoquímico 
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do PAS pode ser utilizado para diferenciar trombócitos de linfócitos e os 
métodos de Sudan Black B e da MPO podem ser utilizados para diferenciar 
macrófagos de neutrófilos peritoneais. O período de três dias após o im-
plante de lamínula parece ser o período de maior atividade fagocítica dos 
macrófagos peritoneais.
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