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IMUNOMODULACAO POR LEVAMISOL NA IMUNIDADE INATA E ADQUIRIDA
DE PACU Piaractus mesopotamicus

RESUMO - O aparecimento de doencas em peixes de criacdo intensiva é um
problema enfrentado no Brasil e no mundo. Algumas substancias podem
influenciar as respostas do sistema imune de peixes, como o levamisol, através da
modulagdo de parametros imunes, aumentando a resisténcia contra diversos
agentes. Foram avaliados os efeitos do levamisol na dieta em dois experimentos.
O primeiro experimento avaliou a suplementacdo com 0, 125, 250 e 500 mg kg
do imunoestimulante administrado por sete e 15 dias, no qual foram avaliados os
parametros da imunidade inata, hematologicos e bioquimicos. A administracao do
levamisol por sete e 15 dias promoveu alteracées em parametros imunolégicos e
hematoldgicos. A administragdo do levamisol pode promover imunomodulacéo,
entretanto a determinacdo do efeito nao ficou claro devido as respostas
contraditérias em cada parametro avaliado. O segundo experimento consistiu em
suplementacdo com 0, 125, 250 e 500 mg kg~ do imunoestimulante administrada
por sete dias conjuntamente com a imunizagdo com bactérias Aeromonas
hydrophila. A imunizagdo e a administracao de levamisol promoveram aumento do
titulo de anticorpos, atividade bactericida do soro, hematdcrito, numero de
eritrocitos, leucocitos totais e trombécitos nos pacus. A administragao de levamisol
por sete dias e a imunizacdo de pacus promoveu melhora de alguns parametros
da imunidade adquirida e inata de defesa. Entretanto outros protocolos devem ser
estudados para avaliar o efeito do levamisol sobre o sistema imune de pacu.

Palavras chaves: Imunologia de peixes, imunomodulacdo em peixes, imunizacao

em peixes.



IMMUNEMODULATION BY LEVAMISOL ON INNATE AND ADQUIRE
IMMUNITY OF PACU Piaractus mesopotamicus

SUMMARY - The emergence of diseases in fish farming is a problem faced in
Brazil and worldwide. Some substances can influence the immune system
responses of fish, like levamisole, increasing resistance against various etiological
agents. Were evaluated the effects of levamisole in diet in two experiments. The
first experiment evaluated supplementation with 0, 125, 250 and 500 mg kg
imunoestimulante administered by seven and 15 days in which have been
assessed the parameters of innate immunity, haematological and biochemists. The
administration of levamisole by seven and 15 days promoted changes in
haematological and immunological parameters. The administration of levamisole
can promote immunodulation, however the determination of the effect not clear due
to contradictory answers evaluated in each parameter. The second experiment
consisted of supplementation with 0, 125, 250 and 500 mg kg’ imunoestimulante
administered by seven days together with immunization with inactivated
Aeromonas hydrophila bacteria with formaldehyde. Immunization and
administration of levamisole promoted increase antibody titre, serum bactericidal
activity, hematocrit, number of erythrocytes, leucocytes and thrombocytes in pacus
totals. Administration of levamisole for seven days and immunization pacus
promoted improves some parameters of innate and acquired immunity defense.
However other protocols must be studied to assess the effect of levamisole on the
immune system of pacu.

Keywords: Fish, immunology, immunemodulation, immunization.



CAPITULO 1 - Imunologia e imunomodulacido em peixes

1. CONSIDERAGOES INICIAIS

A aquicultura no Brasil vem crescendo, desde a década de 80, em numeros
expressivos, e muitas espécies com caracteristicas zootécnicas importantes despertam
interesse para a producdo. Porém, essa intensificacdo levou ao aparecimento de
diversas enfermidades. O uso de quimioterapicos e antimicrobianos € muito criticado
por seu impacto negativo no ambiente e nos peixes, como acumulo de residuos,
desenvolvimento de resisténcia bacteriana, imunossupressdo, € prejuizos na
comercializagdo (Anderson, 1992), fato que estimulou, durante a ultima década, o uso
de imunoestimulantes na prevencdo de doencas. Assim, muitos estudos tém sido
realizados a fim de viabilizar sua utilizacdo. Para tal, sdo avaliados principalmente os
imunoestimulantes que melhoram o mecanismo de defesa nao especifico, ativando
assim, a protecao precoce contra infecgdes (Sakai, 1999; Sahoo e Mukherjee, 2001;
Selvaraj et al., 2005).

O levamisol, anti helmintico sintético para mamiferos (JECFA, 1991), conhecido
por suas caracteristicas imunoestimulantes (Renoux, 1980), tem mostrado capacidade
de melhorar o sistema imune de peixes e aumentar a resisténcia contra diversos
agentes etioldgicos, tais como Vibrio anguillarum (Kajita et al., 1990), Aeromonas
hydrophila (Baba et al., 1993), Paramoeba sp. (Findlay et al., 2000; Munday e Zilberg,
2003), Edwardsiella tarda (Sahoo e Mukherjee, 2002), Photobacterium damselae
(Leano et al., 2003), além de nematdides como Anguillicola crassus (Geets et al., 1992).

A Aeromonas hydrophila é uma bactéria gram negativa amplamente distribuida
nos ambientes aquaticos (Massa et al., 2001; Gonzalez et al., 2002), que pode infectar
peixes, anfibios, répteis e mamiferos, e também o homem (Janda e Abbott, 1998; Vivas
et al., 2004). As doencas causadas pela A. hydrophila tém grande impacto na

aquicultura (Austin e Austin, 1999) e tém sido controladas com tratamentos profilaticos,



como o uso de imunoestimulantes e imunizagdes, ou por medidas curativas, como o
uso de antibidticos (Vivas et al., 2004).

Assim, uma alternativa viavel para evitar as perdas econémicas provocadas por
Aeromonas hydrophila e outras enfermidades € o uso de imunoestimulantes. Este
trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos deste imunoestimulante administrado por
via oral, nas respostas imunes inatas e adquiridas de pacu (Piaractus mesopotamicus),
uma espécie comercialmente importante no Brasil, sobre a qual pouco se sabe em

relacdo as respostas imunes.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. SISTEMA IMUNE DOS PEIXES

2.1.1. Sistema Imune inato e especifico de peixes teledsteos

O sistema imune é primordialmente um conjunto de componentes celulares e
humorais que atuam na defesa do organismo contra substancias estranhas, tais como
microrganismos, toxinas ou células malignas, respondendo frente a quaisquer fatores,
tanto exégenos como enddgenos, que estimulem os componentes deste sistema
(Bayne, 2001).

Os peixes sao suscetiveis a agentes infecciosos virais, bacterianos, fungicos e
parasitarios, e quando ocorre uma infeccao/infestacdo ha duas possibilidades. O
resultado depende primordialmente de uma acéo inicial eficiente do sistema imune.
Assim, se 0 organismo possui mecanismos para evitar a entrada e instalacdo dos
microrganismos ha grande possibilidade de sobrevivéncia (Ellis, 2001).

O sistema imune dos peixes é dividido em inato ou nao especifico e especifico
ou adaptativo (de memoria), ambos divididos em defesa mediada por células e fatores
humorais (substancias sollveis), mas hoje se sabe que os dois sistemas atuam

conjuntamente para destruir invasores ou desencadear processos de defesa. O sistema



inato inclui todos os componentes presentes no organismo antes do aparecimento do
invasor, formando a primeira barreira de defesa orgéanica, atua mais rapidamente em
relacdo ao especifico e continua atuando para manter o equilibrio organico. Dentre
estes componentes estdo a pele como barreira fisica, o sistema complemento, o
sistema de enzimas antimicrobianas e os mediadores nao especificos tais como o
interferon, as interleucinas e as células de defesa organica, como os granulécitos,
mondcitos, macréfagos e células natural killer (NK) (Ellis, 1999).

O sistema inato € o mais antigo na escala filogenética e surgiu nos organismos
unicelulares durante o periodo evolutivo. Por definicdo, este sistema reconhece regides
de moléculas (Pamps — Pathogen associated molecular patterns) provenientes de
agentes infecciosos ou microrganismos da microbiota normal, tais como
lipopolissacarideos, peptidioglicanos, DNA bacteriano ou RNA viral, ou ainda outras
moléculas encontradas nas membranas de microrganismos multicelulares (“non-self”)
(Janeway 1989; Elward e Gasque, 2003), nunca reconhecendo componentes do prdprio
organismo, pois 0s genes que codificam estes receptores (PRRs — Pattern recognition
receptors) estdo presentes no genoma do organismo. Os Pamps sdo normalmente
porcdes altamente conservadas durante a evolugdo das espécies e estdo presente na
grande maioria dos microrganismos (Goldsby et al., 2002).

Por outro lado, o sistema especifico surgiu bem depois, em torno de 450 milhdes
de anos, e pode ser encontrado em todos os vertebrados, exceto nos peixes da Classe
Agnatha (Holland e Lambris, 2002). Os receptores do sistema adquirido, responsaveis
por detectar o agente invasor, se encontram na membrana de células
imunocompetentes, os linfécitos T (TCR) e os linfécitos B (BCR, imunoglobulina de
superficie), diferindo do sistema inato (Abbas e Litchman, 2004).

A primeira barreira de defesa do organismo é o tegumento, constituido por muco
e pele, sendo uma barreira epitelial com células especializadas, secretoras de
componentes bactericidas que atuam para evitar a entrada de microrganismos nocivos.
Entretanto, se os microrganismos forem capazes de romper esta barreira e penetrar nos

tecidos e circulacéo, estes serdo reconhecidos por diversos componentes do organismo



hospedeiro, tais como os fagécitos e os linfécitos Natural Killer (NK), além de proteinas
plasmaticas, entre elas as proteinas do sistema complemento e a lisozima (Ellis, 1999).

A inflamacao também é considerada um mecanismo inato de resposta imune,
mediada por complexas interacées de compostos celulares e humorais. Assim, apés a
invasao tecidual de um agente infeccioso, ha liberagcdo de mediadores que irdo dilatar e
tornar mais permeavel os capilares sanguineos, permitindo a migragdao das células de
defesa. Os granulécitos sao as células que chegam inicialmente ao foco da inflamacao,
sendo os responsaveis pela destruicao dos patdgenos. Ja os debris celulares e células
patogénicas restantes sao fagocitadas por macrofagos que substituem os granul6citos
num momento mais tardio (Magnadottir, 2006).

O sistema especifico de defesa necessita da presenca do antigeno para
desencadear cascatas de reagdes que culminardo no aumento de anticorpos
circulantes especificos para tais invasores, além de promover memdéria imune
(Bernstein et al., 1998). Estas por¢cdes que podem ser reconhecidas sao chamadas de
antigenos. Alguns antigenos promovem maior resposta imune que outros e sao
conhecidos como mais imunogénicos (Delves e Roitt, 2000 a,b).

Os antigenos que penetram no organismo sédo reconhecidos e processados pelo
sistema inato e sdo capturados pelas células apresentadoras de antigenos (CAA -
macréfagos, células dendriticas e linfécitos B), que processam microrganismos em
unidades moleculares, e num primeiro momento desencadeiam resposta imune e de
proliferacdo, € num segundo momento, resposta de memdéria (Abbas e Lichman, 2004).
Assim, o antigeno que promove a memdéria imune sera apresentado através das CAA
para o linfécito T. Os linfécitos T sdo células do sistema especifico que apresentam
capacidade de reconhecer o antigeno restritamente na presenca de componentes
humorais especificos chamados de moléculas de histocompatibilidade, que séao
receptores glicoprotéicos codificados por genes em um complexo génico denominado
complexo de histocompatibilidade maior (MHC). Apé6s este reconhecimento, a célula T
secreta citocinas, que sao proteinas que ativam outras células, tais como linfécitos B
(responsaveis pela producao de anticorpos), linfocitos citotéxicos, macréfagos e outras
células que irdo atuar para destruicdo do agente invasor (Goldsby et al., 2002).



Os anticorpos ligam-se aos microrganismos € consequentemente ativam a
fagocitose (componente do sistema inato, indicando que os dois sistemas, inato e
especifico, atuam conjuntamente), promovem neutralizacdo e opsonizacao do agente,
bem como ativagdao do complemento e citotoxicidade mediada por células dependentes
de anticorpos (Ellis, 2001). Os anticorpos apresentam capacidade de se ligar a
antigenos extracelulares, nas mucosas ou na corrente sanguinea. Quando estes se
alojam no compartimento intracelular, a defesa é realizada por linfécitos T citotdxicos
(Goldsby et al., 2002).

Parasitos, virus, bactérias e fungos iniciam interacbes contra os organismos
vertebrados aquéticos e causam doencas, resultando em sobrevivéncia ou morte do
animal. Este resultado depende diretamente da resposta dos sistemas imunes inato e
especifico (Balfry e Higgs, 2001). Frente a ameaca real de um invasor, fatores celulares
e humorais dos sistemas especifico e ndo especifico atuam externa e internamente, em
conjunto ou isoladamente, contra estes agentes, na tentativa de preservar a vida (lwana
e Nakanishi, 1996).

2.1.2. Tecidos e 6rgaos do sistema imune

Os tecidos e 6rgaos que compdem o sistema imune de peixes teledsteos sao
classificados como linféides, e ndo ha érgaos ou tecido classificados como mieléides,
como em mamiferos, pois 0s peixes nao possuem medula éssea ou linfonodos. Os
orgaos linféides sdo os rins (maior 6rgao linféide), timo, baco e tecidos linféides
associados a mucosa, formados durante o desenvolvimento larval. Sabe-se que ha
aproximadamente 24.000 espécies de peixes, e diferencas morfolégicas espécie-
especifica sdo encontradas (Nelson, 1994; Press e Evensen, 1999).

Os tecidos e 6rgaos linféides responsaveis pela producdao dos componentes do
sistema imune geralmente sdo compostos por redes de células reticulares que
representam a estrutura para as células de defesa inata e especifica, tais como
linfécitos, monécitos, macréfagos, granulécitos e trombdcitos (Ellis, 1977), mastdcitos,



células NK, células citotéxicas e células dendriticas (Avilés-Trigueros e Quesada, 1995;
Evans e Jaso-Friedmann, 1992; Miller et al., 1985; Reite, 1997) e melanomacréfagos,
localizadas principalmente nos tecidos hematopoiéticos do rim, baco, no figado e na
regiao da veia periportal (Roberts, 1975; Wolke, 1992; Press e Evensen, 1994).

O timo é um érgao duplo localizado na regido dorsolateral das branquias, atras
do opérculo. O surgimento e a histologia do timo variam de acordo com a espécie,
entretanto aparece a partir de 24 horas poés-fertilizacdo (Fishelson, 1995). E
considerado um importante local de desenvolvimento e maturacdo de linfécitos T
(Bowden, 2005). Embora a involu¢do do timo ocorra em vertebrados adultos, em peixes
teledsteos pode variar dependendo da espécie (Torroba e Zapata, 2003).

O rim é um 6rgao par, muito importante para a hematopoiese - podendo até ser
comparado com a medula 6ssea dos mamiferos - e para a imunidade dos peixes.
Apresenta a funcdo de formacdo e maturacdo de células sanguineas e de defesa
(Meseguer et al., 1994). A diferenciacdo de células sanguineas ocorre no rim ja no
desenvolvimento inicial. No peixe adulto, o rim apresenta diferencas entre a porcao
anterior e posterior, ambas com funcao hematopoiética. Entretanto, a primeira porcao
do 6rgao € mais importante para a producgao e diferenciacao de células do sistema de
defesa, tais como a diferenciacdo e maturagdo de leucdcitos, incluindo linfécitos B,
mondcitos, macréfagos e granuldcitos (Torroba e Zapata, 2003).

A corrente sanguinea atinge o rim pelo sistema porta renal com fluxo lento, o que
facilita a exposicdo do antigeno ao tecido renal. Na porcao anterior, ha grande
concentracdo de células de defesa - agregados de melanomacroéfagos - que possuem
funcdo semelhante aos centros germinativos do baco e linfonodos em mamiferos. Nos
centros melanomacréfagos, ha agregados de células reticulares, macréfagos e
linfécitos, que estao relacionados a captura de antigeno e a memdéria imune. Estas
caracteristicas permitem que o antigeno permaneca por mais tempo nos centros
melanomacréfagos do rim, sendo este o maior centro produtor de anticorpos (Brattgjerd
e Evensen, 1996).

O bacgo dos peixes esta dividido em polpa branca, envolvida na formacao de

células de defesa — hematopoiese, e polpa vermelha, envolvida na fagocitose de células



velhas ou defeituosas — hemocaterese. Entretanto, diferente do que ocorre em
mamiferos, esta divisdo nos peixes ndao esta organizada, embora seja possivel a
identificacdo das polpas em diversas espécies. Este érgao possui linfécitos e
macréfagos, sendo que a maioria dos macrofagos estd arranjada nos centros
melanomacréfagos, responsaveis pela hemocaterese. Estes centros melanomacréfagos
estdo relacionados com memoria imune e estimulacdo antigénica (Press e Evensen,
1994), uma vez que, apds a filtragdo do sangue, os antigenos permanecem retidos
nestes centros permitindo seu processamento e consequente apresentacao para
linfécitos T (Solem, 2006).

Os tecidos linféides associados a mucosa incluem a mucosa do trato
gastrointestinal e branquias, e a pele. Estes tecidos produzem muco contendo
componentes do sistema inato de defesa, tais como lisozima, proteinas do sistema
complemento e imunoglobulinas, sendo esta a primeira barreira contra invasores
(Dalmo et al., 1997). Estes tecidos linféides encontram-se de forma desorganizada por
toda mucosa, em agrupamentos de leucécitos, entre eles macrofagos, linfécitos,
mastocitos e granulécitos (Georgopoulou e Vernier, 1986). Estas células capturam o
antigeno e iniciam seu processamento, que pode levar a formagdo de memoria imune
(Davidson et al., 1997; Iger e Wendelaar Bonga, 1994; Lin et al., 1998; Lobb, 1987;
Moore et al., 1998).

O figado apresenta a mesma funcdo que em mamiferos, que é produzir as
proteinas do sistema complemento e proteinas da fase aguda da resposta inflamatoéria.
Sendo, assim, um 6rgdo muito importante na producdo de compostos da defesa
humoral inata de peixes (Dalmo, 2005).



2.1.3. Imunidade Inata

2.1.3.1. Imunidade humoral

O sistema imune dos peixes possui mecanismos responsaveis pela defesa
contra microrganismos invasores, apresentando componentes inatos e adquiridos,
humorais e mediados por células, que atuam de forma multifatorial na tentativa de evitar
a doenca (Ellis, 2001). O sistema inato humoral atua por meio de diversos componentes
soluveis nos fluidos corpéreos, diferente do sistema especifico, que atua apenas por
meio de anticorpos (Bayne e Gerwick, 2001).

Os peixes sdo suscetiveis a agentes virais, bacterianos, fungicos e parasitarios.
Entre estes agentes, as bactérias sdo as grandes causadoras de doencas no mundo
todo. Entretanto, os peixes apresentam mecanismos inatos e especificos, humorais e
celulares para resistir a invasdo bacteriana. Os mecanismos inatos contra a invasao
bacteriana incluem a producdo de diversos compostos antibacterianos, proteinas de
fase aguda da inflamacgéo, acdo do complemento ativado pela via alternativa, citocinas,
fagocitose e, consequentemente, a inflamacao (Ellis, 1999; Ellis, 2001).

Entre os componentes humorais inatos, estdo os fatores inibidores do
crescimento de bactérias, como a transferrina, antiproteases, lisozima, proteina C
reativa, peptideos antibacterianos e as proteinas do sistema complemento, ativadas
pela via alternativa e das lectinas, estas as Ultimas as mais importantes, pois possuem
atividade litica, pré inflamatoria, quimiotaxica e opsonizante, influenciando a acéo de
células de defesa. Entre as células de defesa, os fagocitos, representados pelos
neutréfilos e macréfagos, sdo muito importantes por possuirem grandes quantidades de
enzimas em lisossomos. Além disso, na presenca de bactérias, produzem espécies
reativas de oxigénio que sao responsaveis pela destruicdo destes microrganismos. O
agente etioldgico bacteriano necessita ultrapassar estas barreiras para que se instale a
infeccao (Ellis, 1999).



Os fatores inibidores do crescimento bacteriano sdo importantes para evitar a
disseminagado da colénia e consequentes danos teciduais. Entre estes fatores estéo a
transferrina, proteina soluvel presente no sangue, que além de ser considerada uma
proteina ativadora de macrofagos, se apresenta como uma proteina conjugadora de
metais, com alta afinidade pelo ion ferro, ocorrendo em grande concentracao
principalmente na fase aguda da inflamagéo (Bayne e Gerwick, 2001; Stafford e
Neumann, 2001; Stafford e Neumann, 2003). Sua importancia esta no fato de que o ion
ferro é essencial para algumas bactérias e muito importante para o estabelecimento da
infeccdo. Este ion apresenta-se escasso nos tecidos e fluidos corpéreos, exigindo das
bactérias mecanismos especificos para obter ferro e efetivar a infeccdo (Bullen e
Griffiths, 1987).

As antiproteases sao proteinas presentes no sangue, que atuam sobre proteinas
proteoliticas de bactérias que destroem os tecidos dos peixes para obtencdo de
aminoacidos como fontes de sua nutricdo. Desta forma, elas evitam a obtencédo de
energia para a multiplicacao das bactérias. As lectinas sao proteinas encontradas em
0V0S, MuUco e sangue e apresentam alta afinidade por carboidratos que fazem parte da
parede celular das bactérias, promovendo aglutinacdo dos patégenos (Ohta et al., 1990;
Arason, 1996).

As lisinas sao peptideos antibacterianos que atacam membranas dos patégenos
(Ellis 1999; Ellis, 2001), por exemplo, as proteases presentes principalmente no muco
(Braun et al., 1990). A lisozima, enzima presente no muco, ovos, sangue e tecidos onde
existem leucocitos (principalmente mondcitos e neutrofilos) (Murray e Fletcher, 1976),
atua sobre o peptideoglicano da parede de bactérias gram positivas e negativas
(Magnadotir, 2006). A proteina C reativa (pertencente a familia das pentraxina) é
encontrada em grandes concentracdes no sangue, ovo e muco normal de peixes e liga-
se a fosforilcolina, componente normalmente encontrado nas paredes de diversos
microrganismos, como bactérias, fungos e parasitas (Yano, 1996). A proteina C reativa
e a lectina ligadora de manose (Mannosebinding lectin - MBL) sdo consideradas
proteinas de fase aguda e receptores soluveis de componentes microbianos, ligando-se
e promovendo sua opsonizacao (Goldsby et al., 2002) e ativagdo do complemento e da
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fagocitose (Nakanishi et al., 1991). Estas proteinas de fase aguda aumentam sua
concentracdo apo6s choque térmico (altas temperaturas), frente a agentes infecciosos e
em periodos quentes do ano (Winkelhake e Chang, 1982; Kodama et al., 1989; Szalai
et al., 1994).

O sistema complemento € um conjunto de proteinas sollveis e de membrana
divididos em via alternativa, classica e via das lectina, com ativagdo muito semelhante
aos mamiferos. A via alternativa é independente de anticorpo e considerada a mais
importante para peixe devido sua alta eficiéncia nos mecanismos de defesa inata. Esta
via pode ser ativada por lipopolissacarideos de membranas de diversas bactérias gram
negativas e causar citlise. Durante a ativacdo do complemento, dois componentes,
Cbha e C3b, sdo muito importantes para o recrutamento de fagécitos. O C5a é uma
proteina quimiotéaxica para neutrofilos e macréfagos, que possuem receptores para
C3b, mantendo-se ligada a parede bacteriana, facilitando a fagocitose (Yano, 1996;
Ellis, 2001).

Os componentes humorais inatos apresentam concentracbes elevadas (em
alguns casos a proteina C reativa que pode aumentar em até 1000 vezes) apds invasao
de agentes patogénicos (bactéria, virus, parasitos e fungos), traumas, necroses,
substancias quimicas irritantes, queimaduras e células tumorais. Estes compostos sédo
chamados de proteinas de fase aguda e a resposta do organismo, de resposta de fase
aguda. A grande maioria destas proteinas é sintetizada pelo figado, entretanto ha
outros locais de producdo, como o cérebro e leucécitos. Muitas vezes sao utilizadas
como indicadores no diagnéstico de doencas, entre elas, a proteina C reativa, soro
amildide A, transferrina, a-2 macroglobulina, C3 do complemento, lisozima e lectinas
(Bayne e Gerwick, 2001).

2.1.3.2. Imunidade mediada por células

As células dos peixes teledsteos que apresentam capacidade de defesa sao
produzidas pelos tecidos linféides, tais como rim, timo, bago e tecidos associados a
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mucosa. Todas as células sanguineas sao provenientes de um precursor chamado de
célula pluripotente, que apresenta também capacidade de autorenovacéo. A producéo
destas células é conhecida como hematopoiese. E um processo constante que resulta
em formagao e maturacao celular com consequente diferenciacdo em diversas células,
tais como eritrécitos, granuldcitos, mondcitos, mastocitos, linfécitos e trombdécitos,
dependendo do estimulo recebido (Metcalf, 1995; Evans, 1997).

A hematopoiese em peixes é diferente de mamiferos, pois os primeiros nao
apresentam tecido mieldide. Os peixes possuem apenas tecidos linféides que
apresentam células pluripotentes precursoras, tais como os rins, que produzem células
B, mondcitos, macréfagos e granulécitos; o timo, que produz e matura os linfécitos T; o
baco que produz linfécitos e macréfagos; bem como os tecidos linféides associados a
mucosa que produzem macréfagos, linfocitos, mastécitos e granuldcitos (Bowden,
2005; Georgopoulou e Vernier, 1986; Torroba e Zapata, 2003).

A hematopoiese sofre regulacédo por meio de citocinas que atuam nos receptores
das células pluripotentes controlando sua sobrevivéncia, proliferagao, diferenciacao,
maturacao e funcao (Hanington et al., 2009). A producao adequada destas células esta
relacionada com o funcionamento dos sistemas inatos e especificos, pois sao
produtoras das células efetoras destes sistemas (Barreda e Belosevic, 2009). A
avaliacdo dos parametros hematolégicos pode ser um indicador da presenca de
doencas e do estado fisico dos peixes (Stoskopf, 1993).

Entre as células do sistema de defesa de peixes, os trombdcitos sdo células
sanguineas com funcdo de hemostasia, homeostasia e capacidade de fagocitose, uma
vez que possuem fosfatase acida e normalmente sdo encontrados em focos
inflamatérios (Penha et al., 1996; Tavares-Dias et al., 1999). J& os mondcitos possuem
atividade fagocitaria e citotéxica nao-especifica, sdo considerados células em transito
no sangue e durante o processo inflamatério migram para o tecido conjuntivo onde se
transformam em macréfagos (Alaye-Rahy, 1993; Cuesta et al., 1999; Mesenguer et al.,
1994; Witten et al., 1998).

Os neutrdéfilos sdo células polimorfonucleares que podem ser encontradas no
sangue, tecidos linféides e na cavidade peritoneal (Secombes, 1996). Possuem a
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capacidade de fagocitar e produzir anions superéxidos que atuam como bactericida
extracelular (Plyzycz et al., 1989).

Os eosindfilos atuam nos processos de inflamacao e na defesa celular mediante
a degranulacdo, e se encontram distribuidos pelo tecido conjuntivo, especialmente no
trato gastro-intestinal, nas branquias e na corrente sanguinea quando ha infestacao de
parasitos. J& os basofilos sdo raros na maioria dos peixes (Hine, 1992). As células
granulociticas especiais (CGE) ou leucécitos granulares PAS-positivo (LG-PAS) séao
células polimorfonucleares, contudo nao se sabe sua funcido exata (Ranzani-Paiva,
1996). Aparecem em maior nimero em peixes parasitados ou injetados com agentes
flogbgenos (Martins, 2000). Os fagdcitos supra citados (neutréfilos, eosindfilos,
mondcitos e macréfagos) exercem importante fungdo na modulacao do sistema imune
inato pela fagocitose e conseqiente destruicdo do patégeno (Verlhac e Gabaudan,
1997).

Os linfécitos T e B sdo as células responsaveis pelo sistema adaptativo,
entretanto um tipo de linfécito que nao apresenta as caracteristicas de T ou B constitui
uma populagao distinta de linfécito, as chamadas células exterminadoras naturais ou
“natural killer-NK’. Sao componentes do sistema inato e tém a capacidade de lisar
células alvo (células estranhas ou infectadas por virus sem que estas expressem algum
antigeno ativador da resposta imune especifica), além de fornecer citocinas
imunoregulatérias (Greenlee et al., 1991; Farag et al., 2002; Raulet, 2004). Estas
células provavelmente apresentam uma mesma célula progenitora T, mas
aparentemente nao passaram pela maturacdo no timo (Tizard, 2002).

Algumas células sao capazes de realizar endocitose de particulas invasoras e
destrui-las ou entao apresenta-las ao sistema especifico. Este processo € chamado de
fagocitose, uma forma de endocitose nas quais particulas grandes, tais como
microrganismos, células inteiras, debris celulares e agregados de macromoléculas, séo
englobadas e processadas em vesiculas chamadas de fagossomos. A fagocitose é
iniciada pela ligacao entre o agente e a membrana do fagécito e € muito importante

para defesa contra microrganismos invasores (Neumann et al., 2001).
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Os mondcitos, macréfagos, granulécitos e células dendriticas sdo fagécitos
profissionais, entretanto outras células podem realizar fagocitose. Para tal, &€ necessario
0 reconhecimento do agente invasor por meio de receptores de membrana. Nos locais
de entrada dos agentes, sinais moleculares da inflamacéo (citocinas) liberados pelo
tecido lesado e células promovem quimiotaxia e mobilizacdo de fagécitos para o sitio da
invasdo (Stuart e Ezekowitz, 2005).

Os neutréfilos e macrofagos tém grande importancia na defesa do organismo
contra bactérias, pois fagocitam os microrganismos e os destroem principalmente
devido a acao das espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas durante a explosao
respiratéria (“burst” oxidativo) (Afonso et al., 1998), reacao estimulada pela presencga de
microrganismos e causada pela acdo de enzimas hidroliticas (Secombes, 1996).
Durante a resposta inflamatéria, as células tendem a migrar devido a fatores de
quimiotaxia liberados no foco inflamatério. Os neutréfilos sdo os primeiros granul6citos
que chegam ao sitio lesado e, em seguida, os mondécitos/macréfagos. Os neutrofilos
migram da corrente sanguinea e os macréfagos sdo derivados dos mondcitos
sanguineos. No local da lesdo, estas células iniciam o processo de fagocitose, com
destruicdo dos agentes invasores (Rowley e Hunt, 1988; Rowley, 1996).

Durante o processo da fagocitose ocorre grande aumento do consumo do
oxigénio molecular, mecanismo conhecido como “burst” oxidativo, que decorre da
reducdo do oxigénio em anion superoxido que, pela acdo da enzima superoxido
dismutase (SOD), forma perdxido de hidrogénio (H-O,). Este perdxido de hidrogénio
sofre acdo da enzima mieloperoxidase (MPO) liberada pelos leucocitos granulares, se
transformando em hipoclorito e levando a producdo de cloraminas. Todas estas
espécies reativas de oxigénio (EROs) sao substincias oxidantes que atuam sobre
membranas de microorganismos e contribuem ativamente para sua destruicao (Verlhac
e Gabaudan, 1997; Verlhac et al., 1998).

Os peixes, assim como os mamiferos, possuem mastécitos, células
granulociticas encontradas na pele, mucosa e tecido conjuntivo. Sua funcado é
semelhante aos mamiferos, exceto por alguns componentes efetores, tais como a

histamina. Entretanto, produzem diversos outros mediadores quimiotaxicos para
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leucécitos, que sao liberados quando em contato com o agente invasor (Reite, 1972;
Reite, 1998; Reite e Evensen, 2006; Vallejo e Ellis, 1989).

As células de defesa do sistema inato tém também a funcao de realizar a ligacéo
com o sistema adquirido. Esta relacdo é realizada pelas células apresentadoras de
antigenos (células dendriticas e macréfagos) que apo6s processamento apresenta o
agente invasor, com a ajuda de moléculas do Complexo de Histocompatibilidade Maior,
Classe 2, para linfécitos T, iniciando assim a resposta adquirida mediada por células
(Tizard, 2002).

2.2. Sistema Complemento

Os componentes do sistema inato estdo divididos em fatores humorais e
celulares. Entre os componentes humorais, 0 sistema complemento é um dos mais
importantes para a defesa contra invasores bacterianos (Koppenheffer, 1987), além de
ser considerado um dos principais mediadores do processo inflamatério (Matsuyama et
al., 1988; Nonaka et al., 1981; Ourth e Wilson, 1982; Roed et al., 1992). O sistema
complemento € composto por cerca de 35 proteinas, que podem estar soluveis no
plasma ou ainda nas membranas de algumas células, que atuam nos processos
biolégicos de fagocitose, opsonizacao, quimiotaxia de leucdcitos e inativacao de toxinas
liberadas por bactérias (Secombes, 1996).

As proteinas normalmente sdo encontradas na circulagdo na forma inativa ou
em baixos niveis de ativacdo espontanea, e sua ativagcdo ocorre de maneira
sequencial, em efeito cascata, gracas a um estimulo inicial em que cada componente
contribui para a protedlise do proximo componente a ser ativado. A ativacao pode
ocorrer por trés vias: i) via classica, ativada por complexo antigeno-anticorpo,
dependente de anticorpo; ii) via alternativa, ativada por moléculas de superficie de
microrganismos e por complexo antigeno-anticorpo; iii) via lectina, ativada por ligacao
de carboidratos de superficie bacteriana, sendo as trés vias identificadas em peixes
(Holland e Lambris, 2002).



15

O sistema complemento € muito utilizado como indicador da condigdo imune e
atua na defesa orgénica, na ativacao celular, fagocitose, quimiotaxia, reacao
inflamatéria e lise de células estranhas e patdgenos (Robertsen, 1999; Bayne e
Gerwick, 2001). Um modo de medir a atividade da via alternativa do complemento é a
determinacao da atividade hemolitica do soro, quando esta via € ativada por eritrocitos
estranhos (Yano, 1992). Diversos fatores podem influenciar a ativacao e atividade litica
do complemento, tais como infec¢gdes, contaminacdo ambiental e desnutricdo (Holland
e Lambris, 2002).

As funcgdes do sistema complemento sdo inumeras, contudo a capacidade de
destruir patégenos através de lesdes na membrana, comumente caracterizada por
poros, é a mais conhecida. A ativacao e consequente destruicao dos invasores podem
ocorrer pelas trés vias, entretanto, a ativacao pela via classica, mediada por complexo
antigeno e anticorpo (Ag-Ac), indica que o sistema complemento realiza uma interacdo
dos sistemas inato e especifico. Assim, uma das fungdes do sistema complemento é a
imunomodulacado do sistema adquirido (Fearon e Locksley, 1996; Carroll e Prodeus,
1998; Sahu e Lambris, 2001).

2.3. Inflamacao

A inflamacao é uma resposta do sistema inato, inicialmente caracterizada pelo
aumento do fluxo sanguineo e pela presencga de neutrofilos, seguido pela chegada de
monocitos e macréfagos no sitio lesado ou foco da inflamagédo, onde irdo realizar
fagocitose. Os neutrofilos sdo oriundos do rim cranial e liberados na corrente
sanguinea. Inicialmente, ap6s estimulo dos mediadores quimicos liberados na lesdo
tecidual, estas células permanecem préximas do endotélio vascular através de ligacao
com receptores (clatrinas). Devido a estimulos quimicos, ha aumento da
permeabilidade da membrana do endotélio, permitindo que os neutréfilos atravessem
esta parede e cheguem ao foco inflamatério. J& os macréfagos sdo originados a partir
dos mondcitos da corrente sanguinea (oriundos do rim cranial e bac¢o) e quando
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alcancam o foco, sdo estimulados por mediadores quimicos e apresentam fagocitose
aumentada e grande capacidade microbicida (Rowley et al., 1988; Rowley, 1996;
Tizard, 2002).

A inflamagao pode ser considerada aguda ou cronica. As lesdes agudas sao
reparadas em poucos dias e apés infiltracao celular e fagocitose, o foco inflamatério é
reconstruido (Roberts, 1989). Ja as lesbes crénicas ocorrem quando a fagocitose nao
destruiu todos os microrganismos invasores. E caracterizada pelo aparecimento de
linfécitos e aumento das concentragdes de macréfagos e monécitos. Quando o agente
causal ainda permanece intacto no foco, os macréfagos se fundem formando células
gigantes, multinucleadas que formam granulomas epiteliais com capacidade de secretar
enzimas hidroliticas que destroem todo material capturado no granuloma (Ramakrishna
et al.,, 1993). O processo inflamatério € controlado por citocinas pro-inflamatorias,
produzidas por macréfagos ativados, e citocinas antiinflamatérias, que diminuem o

processo inflamatério (Sullivan e Kim, 2008).

2.4. Complexo principal de histocompatibilidade (MHC)

As moléculas de histocompatibilidade sao receptores glicoprotéicos codificados
por genes em um complexo génico do genoma denominado complexo de
histocompatibilidade maior (MHC), que sdo expressos em quase todas as células do
organismo. Exercem fungcdo importante para o reconhecimento de antigenos
endogenos e exogenos. As moléculas do MHC sao dividas em classe | e Il. As
moléculas de classe | se ligam aos receptores de células T citotoxicas (glicoproteina
CD8) e promovem a apresentacdao de antigenos derivados de peptideos enddgenos
(células tumorais ou contendo agente intracelular) para estes linfocitos, por outro lado,
as moléculas classe Il ligam-se aos receptores de células T auxiliadores (glicoproteina
CD4) e promovem a apresentacdo de antigenos derivados de peptideos exdgenos
(componente de bactérias, virus, fungos ou parasitas) a estes linfécitos (Klein et al.,
2007; Rakus et al., 2009). A perfeita ligacdo e apresentacdo do antigeno podem
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influenciar nas respostas do organismo frente ao patégeno. Antigenos nao identificados
pelas moléculas do MHC podem promover mais doencas (Klein et al., 2007).

As moléculas do MHC apresentam capacidade de reconhecer antigenos,
entretanto ndo apresentam a especificidade dos receptores de células T e das
imunoglobulinas de membranas das células B. Cada molécula do MHC pode se ligar
com varios tipos de antigenos correlatos (Goldsby et al., 2002).

2.5. Linfécitos: subpopulacoes e funcoes

O sistema imune especifico atua através de componentes humorais e celulares
reconhecendo e destruindo microrganismos invasores, tais como bactérias, fungos,
virus e parasitos, para proteger o organismo. Para realizar sua funcao, este sistema
pode produzir componentes humorais, 0s anticorpos, que se ligam e marcam o0s
agentes invasores para serem destruidos por células, ou ainda podem realizar defesa
mediada por células, na qual os linfécitos B e T se ligam ao agente e o destroem, e
ainda liberam sinais quimicos que irdo atrair mais células para destrui-lo (Abbas e
Lichtman, 2004).

2.5.1. Células B

A porcao cranial do rim é o 6rgao principal na producdo dos linfocitos B,
entretanto o baco e tecidos linféides associados a mucosa (trato gastrointestinal, pele e
branquias) também sao produtores desta célula e suas subpopulacées, os linfocitos B
de memoria e os efetivos (plasmdcitos ou células plasmaticas) (Bromage et al., 2004;
Langenau et al., 2004; Rombout et al., 1998; Zwollo et al., 2005). As células B perfazem
de 25 a 50% de todas as células sanguineas dependendo da espécie de peixe (Miyadai
et al., 2004; Hansen et al., 2005), sendo esta concentracdo mais elevada que a

encontrada em mamiferos (Li et al., 2006).
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Os linfocitos B expressam em sua membrana moléculas especiais, com
capacidade de reconhecer antigenos com alta especificidade, sdo os anticorpos. As
células B naive, aquelas que nao se ligam ao antigeno, quando encontram o antigeno
compativel, iniciam sua divisdo e sua progénie se diferencia em células B de meméria
ou células B efetivas que se transformam em outro tipo celular, os plasmaécitos (Goldsby
et al., 2002). Os plasmécitos sdo células efetivas derivadas da maturacéo do linfécito B,

produtoras de imunoglobulinas (Zhao et al., 2008)

2.5.1.1. Células B de memoria

As células de memoria apresentam vida mais longa comparada com os linfécitos
B naive, e expressam na membrana anticorpos iguais aos produzidos pelos

progenitores (Goldsby et al., 2002).

2.5.1.2. Células B efetoras

As células B efetoras, apds ligagdo com os antigenos, transformam-se em
plasmécitos, que sao células produtoras de anticorpos. Estes anticorpos podem ser
secretados para os fluidos do organismo (Goldsby et al., 2002).

2.5.2.Células T

O timo é o principal 6rgao produtor e centro de maturacao de células T e suas
subpopulacdes (Bowden, 2005). Semelhante aos linfécitos B, os linfécitos T apds
interacdo com o antigeno podem se diferenciar nos linfécitos T auxiliares, citotoxicos e
de memdria. Os linfécitos auxiliares regulam as respostas imunes, os linfocitos

citotéxicos destroem os antigenos enddégenos, e os de memdria sao responsaveis em
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responder prontamente a uma segunda invasao. Estas células podem ser diferenciadas
devido a presenca de glicoproteinas de membrana chamadas CD4 (presentes nos
linfécitos auxiliares) e CD8 (presentes nos linfocitos citotdxicos) (Tizard, 2002).

As células T sdo muito importantes na resposta especifica mediada por células e
apoés ligacdo com o antigeno liberam fatores que atuam sobre macréfagos promovendo
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio e, consequentemente,

melhorando a capacidade de defesa do organismo (Secombes, 1996).

2.5.2.1. Células T auxiliares

Os linfocitos T auxiliares apresentam receptores capazes de reconhecer
antigenos especificos, entretanto s6 o fazem quando este antigeno é proveniente de
patdgeno previamente processado por células apresentadoras de antigenos e ligado a
um agente facilitador, chamado de moléculas de histocompatibilidade, que sao
receptores glicoprotéicos provenientes do MHC de classe 2 (Tizard, 2002). Apds o
reconhecimento, as células T sdo estimuladas a se dividirem e produzir novas células T
especificas para aquele antigeno detectado, bem como a liberar fatores quimicos,
chamados de citocinas, que amplificam a resposta imune (Abbas e Lichtman, 2004).

As citocinas dos linfécitos T apresentam funcdo importante na defesa contra os
patdgenos. Estes fatores possuem capacidade de ativar as células B, linfécitos T
citotéxico, macrofagos e outras células que atuam na destruicdo dos agentes invasores
(Goldsby et al., 2002).

2.5.2.2. Células T citotoxicas

Os linfocitos T citotoxicos sdo células muito importantes na defesa do organismo

contra microrganismos intracelulares (bactérias ou virus), bem como células anormais

(tumorais), uma vez que anticorpos e células T auxiliares ou de meméria nao



20

apresentam capacidade de detectar antigeno intracelular. Os antigenos dos agentes
estranhos podem estar na membrana ou dentro da célula do organismo, e apés a
identificacdo, estas células sdo destruidas, através da inducdo de apoptose e assim
evita-se a disseminacao do agente pelas células vizinhas. Este processo € denominado
citotoxicidade mediado por células (Tizard, 2002).

As células T citotéxicas também necessitam de agente facilitador, chamado de
moléculas de histocompatibilidade, que sao receptores glicoprotéicos provenientes do
MHC de classe 1 (Tizard, 2002). As moléculas do MHC-1 também sao expressas na
membrana de muitas células do organismo, e quando estas células sao infectadas com
agente intracelular, a expressdo do antigeno juntamente com a molécula do MHC-1
promove uma situacdo favoravel para reconhecimento e ativacdo do linfécito T
citotoxico, consequentemente, o Ultimo induz a apoptose na primeira destruindo o

agente enddgeno (Goldsby et al., 2002).

2.5.2.3. Células T de memoria

Semelhante a célula B, a célula T é capaz de produzir células de memdéria com
receptores especificos. Assim, 0 organismo desenvolve memoria imune e em uma

segunda invasao a resposta imune é mais rapida e intensa (Abbas e Lichtman, 2004).

2.6. Anticorpos

Os anticorpos sao glicoproteinas denominadas imunoglobulinas (Ig) que podem
ser expressas na membrana do linfécito B (BCR) ou ainda ser secretada para fluidos
corporeos pelos plasmécitos (linfocitos B ativados apéds ligacado com antigeno) (Goldsby
et al.,, 2002), ou ainda considerados formas soluveis do BCR (Tizard, 2002). Os
mamiferos possuem cinco classes de imunoglobulina: IgG, IgM, IgA, IgD e IgE,
diferindo em forma e local de atuagcdo (Tizard, 2002). Entretanto em peixes, a
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imunoglobulina prevalente é a IgM, que é uma proteina tetramérica com quatro sitios
para reconhecimento de antigeno (Bogwald et al, 1991). Alguns pesquisadores
observaram outras imunoglobulinas em algumas espécies de peixes, tais como a IgD
(Wilson et al., 1997, Hirono et al., 2003), IgZ (Danilova et al., 2005) e a IgT (Hansen et
al., 2005). As imunoglobulinas podem ser encontradas no soro e fluidos corp6reos
(Ellis, 2001), muco, ovos (Solem, 2006) e no trato gastrintestinal (Peleteiro e Richards,
1985; Davidson et al., 1993; Rombout e Joosten, 1998).

Os receptores antigénicos dos anticorpos sao formados de forma aleatéria,
durante o desenvolvimento da célula B com especificidade Unica, resultado de um
rearranjo génico ordenado. As células B sdo ainda selecionadas de acordo com a
afinidade de ligacdo ao antigeno; assim células que apresentam pouca afinidade com
antigenos nao sobrevivem ou deixam células de memoria. Os genes que expressam as
Igs apresentam uma série complexa de rearranjos cromossomais, além de realizar
mutacdes somaticas, a fim de promover um repertério longo de receptores antigénico
com Ig de alta especificidade (Tizard, 2002).

Os anticorpos podem apresentar variacoes, entre eles, os anticorpos
antiadesinas, presentes no epitélio superficial do sistema digestério (Davidson et al.,
1993), branquias (Davidson et al., 1997; Joosten et al., 1997) e pele (Rombout et
al.,1993), apresentando ainda capacidade de evitar a adesao de bactérias na superficie
celular (Ellis, 2001). Os anticorpos antitoxinas neutralizam as toxinas produzidas por
diversas bactérias (Gudmundsdottir e Magnadottir, 1997); ja os anticorpos antiinvasinas,
impedem que bactérias penetrem em células nao fagociticas, que possuem menos
componentes de defesa (Magarinos et al., 1996b). O sistema complemento, ativado
pela via classica, &€ dependente de anticorpos e ativado por imunocomplexos (anticorpo
ligado ao antigeno) cuja ativacao resulta em deposicéo de proteinas na parede celular
dos patégenos e consequente danos nas membranas que culminam em citélise (Ellis,
2001).

Apés o reconhecimento do antigeno, através das imunoglobulinas da membrana
do linfocito B, pode ocorrer a producao de células B de meméria, bem como endocitose
(funcdo de célula apresentadora de antigenos) com consequente expressdo de
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moléculas do MHC-2 e ativacdo de imunidade mediada por linfécitos T, que culminara
em producdo de citocinas ativadoras de células B, macrofagos, entre outras (Tizard,
2002).

A concentracdo de anticorpos no soro pode variar de acordo com a espécie,
idade, maturidade sexual e por alteragdes promovidas por eventos fisiolégicos (naturais
ou artificiais — esmoltificacdo, aplicacao de cortisol) (Hordvik et al., 1992; Miller et al.,
1985; Rycyzyn et al.,, 1996; Ross et al., 1998; van Ginkel et al., 1994; Wilson et al.,
1990; Wilson et al., 1995; Wilson et al., 1997). Entretanto a estimulagéo pela presenca
do antigeno, pela imunizacdo artificial ou devido a infeccdo crbnica, aumenta
claramente as concentracées de anticorpos circulantes (Hordvik, 2002; Zhao et al.,
2002; White et al., 1985).

2.7. Imunizacao

A imunizacdao é uma pratica que visa, dentre outro beneficios, 0 aumento da
concentracdo de anticorpos circulantes, pela sensibilizacdo do animal pelo antigeno.
Uma vacina ideal deve conferir forte imunidade e por periodo prolongado (Tizard, 2002).
O imunégeno utilizado na vacina ndo € patogénico, podendo ser proveniente de
microrganismos patogénicos inativados por tratamento quimico ou calor, ou ainda
atenuados (Parslow, 2004).

Na aquicultura, a imunizagdo pode-se constituir em uma alternativa ao uso de
antibiéticos, uma vez que peixes vacinados devem apresentar resisténcia contra o
agente inoculado (Romano e Mejia, 2003; Thorarinsson e Powell, 2006). A
administragdo da vacina pode ser realizada por injecao, por via oral ou imersdo. Cada
método apresenta suas vantagens e desvantagens, envolvendo a resposta de
imunizacdo esperada, praticidade de uso, bem como custo. Entretanto a eficacia da
imunizacao depende da idade, temperatura da agua, do agente inoculado e do método
de vacinacao (Gudding et al., 1999).
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A injecao por via intraperitoneal € a forma mais eficaz e confiavel, por outro lado,
€ muito invasiva e estressante para peixes, além de apresentar custo elevado
(Nakanishi et al., 2002). A vacinagao por imersao, na qual o imunégeno é diluido em
tanques pequenos e os peixes entram em contato através das mucosas, € muito
utilizada em peixes pequenos e em grandes quantidades, entretanto o volume de
vacina deve ser muito grande, o que leva a problemas de descarte do residuo do
processo (Bombardelli e Hayashi, 2005; Nakanishi e Ototake, 1997). Ja vacinagao por
via oral, incorporada a racao, € um método nao invasivo, de custo moderado e que nao
necessita de mao de obra qualificada para aplicacdo; entretanto a vacina necessita
resistir ao processo digestivo até sua completa absor¢éo (Thorarinsson e Powell, 2006).

No Brasil ainda ndo ha vacinas comerciais licenciadas para a indlstria aquicola.
Os primeiros estudos foram realizados por Pilarski (2006) em tilapias do Nilo. Neste
estudo a administracdo de 500mg de acido ascérbico incorporado a dieta potencializou
o efeito da vacina atenuada contra Flavobacterium columnare. Ainda, de acordo com
Pilarski et al (2009), resultados positivos foram observados em tilapias alimentadas com
B-glucano e imunizadas com cepas inativadas de Flavobacterium columnare em veiculo

oleoso.

2.8. Imunoestimulantes e imunomodulacao em peixes

2.8.1. Levamisol

Algumas substancias podem influenciar as respostas do sistema imune de
peixes, como o levamisol, uma droga anti-helmintica sintética utilizada em mamiferos, e
que apresenta uma potente agdo imunoestimulante em peixes através da modulacéo de
parametros imunes, como atividade citotoxica de leucdcitos, fagocitose, atividade
respiratéria de leucdcitos, aumento de proteinas séricas liticas e producdao de
anticorpos (Cuesta et al., 2002; 2004).
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O levamisol é usado em animais terrestres para controle de parasitas do trato
digestorio e vias pulmonares (JECFA, 1991). Foi o primeiro farmaco relacionado com
funcées de melhora da imunidade celular em animais de laboratério (Renoux, 1980).
Este fenébmeno foi confirmado nos anos 80, em um estudo com truta arco-iris (Siwicki,
1989).

Este composto tem mostrado um potente efeito imunoestimulante em diversas
espécies de peixes, entre elas a carpa, Cyprinus carpio (Siwicki, 1987, 1989; Baba et
al., 1993), Labeo rohita (Sahoo e Mukherjee, 2001, 2002), truta arco-iris, Oncorhynchus
mykiss (Kajita et al., 1990; Siwicki et al., 1994), Sparus aurata (Mulero et al., 1998),
Salmo salar (Findlay e Munday, 2000), Morone chrysops x M. saxatilis (Peng et al.,
2004), Rachycentron canadum (Leano et al., 2004) e Clarias batrachus (Kumari e
Sahoo, 2006), modulando principalmente a atividade citotéxica de leucécitos (Cuesta et
al., 2002), fagécitos (Mulero et al., 1998; Findlay e Munday, 2002), atividade respiratoria
de macrofagos (Siwicki, 1989; Mulero et al., 1998), e melhora das respostas imune
especifica (Jeney e Anderson, 1993; Cuesta et al., 2004).

Este farmaco tem mostrado uma capacidade de melhorar a resisténcia contra
diversos agentes infecciosos, tais como Vibrio anguillarum (Kajita et al., 1990),
Aeromonas hydrophila (Baba et al., 1993), Paramoeba sp. (Findlay et al., 2000; Munday
e Zilberg, 2003), Edwardsiella tarda (Sahoo e Mukherjee, 2002), Photobacterium
damselae (Leano et al., 2004) além de nematdides como Anguillicola crassus (Geets et
al., 1992).

O levamisol pode ser facilmente administrado por via oral, pela suplementacao
da ragdo, sendo assim um imunoestimulante efetivo e de administracdo nao invasiva.
Além de atuar no sistema imune, também aumenta a taxa de crescimento e ganho de
peso, como observado em Sparus aurata (Mulero et al., 1998) e Cyprinus carpio
(Siwicki e Korwin-Kossakowski, 1988). Em pacus, Sado et al. (2010) observaram
resultados positivos nos parametros hematol6gicos quando alimentados com 100mg/kg
levamisole por 15 dias. Alguns estudos demonstraram que a injecao de levamisol por
via intraperitoneal e banhos de imersao promoveram alteracées nas respostas imunes

inespecificas e producéo de anticorpos (Jeney e Anderson, 1993; Midtlyng et al., 1996).
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2.9. Aeromonas hydrophila

A Aeromonas hydrophila € uma bactéria gram negativa, ndo encapsulada com
respiracdo aerdbia ou anaerdbia facultativa, tem a forma de bastonete mével, possui
flagelos polares e ndo produz esporos, além de ter ampla distribuicdo geografica
(Stoskopf, 1993). Considerado um dos mais importantes patégenos oportunistas de
peixes de agua doce, é o agente etiolégico da septicemia hemorragica, caracterizada
pela presenca de petéquias, equimoses e grandes lesbes na superficie da pele,
principalmente no opérculo e nas branquias, além de causar lesdes ulcerativas em toda
a extensao do corpo, exoftalmia e distensdo abdominal. Pode levar ao acumulo de
liguido abdominal (ascite), lesdes hepaticas e nos rins e anemia (Austin e Austin, 1988).
A doenca causada pela A. hydrophila é considerada uma zoonose, uma vez que pode
contaminar 4gua e alimentos e provocar enfermidades no homem, tais como febre, dor
abdominal, vémitos, diarréia, meningite, endocardite, septicemia, inflamacdes diversas
entre outros (Janda e Abbott, 1998; Vivas, et al, 2004; Castilho, et al. 2009).

O aparecimento da doenca causada por A. hydrophila estd comumente
relacionada ao excesso de matéria organica na agua (Post, 1987) e com situagdes de
estresse ou presenca de parasitos. Assim, o0 aparecimento da doenca causada por A.
hydrophila pode significar risco para a saude dos peixes, dos trabalhadores e dos
consumidores (Vieira, 2003). A Aeromonas € um dos mais importantes patégenos
presentes em pisciculturas no Brasil (Godoy et al., 2008).

A doenca provocada pela A. hydrophila é considerada um grave problema
econdmico, devido a pronunciada mortalidade e aos sinais caracteristicas da doenca,
que impossibilitam o comércio do pescado (Vieira, 2003). Na tentativa de mitigar os
efeitos negativos da doenga, o uso indiscriminado de antibiéticos em doses sub-
terapéuticas nas racdes dos peixes resultaram em aumento da resisténcia bacteriana
em todo o mundo (Vivekanandhan et al., 2002). Diante deste problema, diversas

pesquisas sao realizadas visando promover a utilizagdo de imunoestimulantes na
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aquicultura, sendo esta uma alternativa ao uso de antibidticos e a prevengcdo de

enfermidades.

3. MODELO BIOLOGICO

O modelo biolégico utilizado neste estudo é a espécie Piaractus mesopotamicus,
Holmberg 1887, pertencente a familia Characidae e subfamilia Myleinae, comumente
conhecido como pacu, cuja ocorréncia € conhecida desde a bacia do rio Orinoco na
Venezuela até o rio da Prata no Uruguai. O pacu possui importantes caracteristicas
zootécnicas que o tornaram um dos peixes mais importantes da aquicultura brasileira
(Oliveira et al., 2004; Queiroz et al., 2005). Por essas razdes e devido a falta de
informacdes sobre o tema proposto, a espécie foi escolhida como modelo biologico

desse experimento.

4. OBJETIVOS GERAIS

O presente estudo teve como objetivo avaliar as respostas imunes inatas e

adquiridas de pacus alimentados com racéo suplementada com levamisol.
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CAPITULO 2 - Respostas imunes inatas e hematolégicas de pacu Piaractus

mesopotamicus apds alimentacao suplementada com levamisol

RESUMO - Algumas substancias podem influenciar as respostas do sistema imune de
peixes, como o levamisol, anti helmintico sintético que apresenta acao
imunoestimulante em peixes, através da modulacdo de parametros imunoldgicos,
aumentando a resisténcia contra diversos agentes etioldgicos. O presente estudo
avaliou a administragéo de levamisol através de dieta suplementada com 0, 125, 250 e
500 mg kg do imunoestimulante por sete e 15 dias. Apds o periodo experimental,
foram avaliados os parametros da imunidade (lisozima, atividade bactericida do soro,
atividade respiratéria de leucécitos), hematolégicos (hematécrito, contagens de células
vermelhas, concentracdo de hemoglobina e volume corpuscular médio dos eritrécitos) e
bioquimicos (proteina total, albumina, globulina, indice A:G). A administracdo do
levamisol por sete e 15 dias promoveu alteracbes em paradmetros imunolégicos e
hematolégicos. A administracdo de 125 mg kg' do imunoestimulante por 15 dias
promoveu aumento da atividade e concentracdo de lisozima e por sete dias melhorou a
atividade respiratéria de leucécitos. J& concentracdo de 500 mg Kg' promoveu
aumento do hematécrito e da contagem de eritrécitos. A administragédo do levamisol
pode promover imunomodulagdo, entretanto a determinagéo do efeito n&o ficou claro
devido as respostas contraditérias em cada parametro avaliado.

Palavras chaves: Lisozima, atividade bactericida do soro, atividade respiratoria de
leucécitos, hemograma, proteinas totais.
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Abstract: Some substances can influence fish immune system response, such as
levamisole, a synthetic drug that presents imunoestimulante action in fish through the
modulation of immune parameters, increasing resistance against various etiological
agents. This study evaluated the administration of levamisole fed for seven and 15 days.
After the trial, immune parameters were evaluated (lysozyme, bactericidal activity,
leucocytes respiratory burst), hematological (hematocrit, red blood cell counts,
hemoglobin concentration and corpuscular volume of red blood cells) and biochemical
(total protein, albumin, globulin and A:G index). The administration of levamisole by
seven and 15 days promoted changes in haematological and immunological
parameters. The immunostimulant of 1250 mg kg™ administration for 15 days increased
activity and concentration of lysozyme for seven days promoted improves in leucocytes
respiratory burst and. Concentration of 500 mg Kg' promoted increased haematocrit
and erythrocyte count. Levamisole administration can promote immune modulation
however the determination of the consistent effect is not clear due to the contradictory

answers evaluated in each parameter.

Key words: Lysozyme, serum bactericidal activity, leucocytes respiratory burst, cell
blood contain, total protein.

1. Introducao

A intensificacdo da aquicultura no Brasil cresceu em proporcdes significantes
desde a década de 80, aumentando a produtividade de diversas espécies, porém, este
avanco promoveu o aumento de enfermidades, pois o0s peixes ficam expostos a
diversos estressores caracteristicos de manejo, que causam imunossupressao e
consequentemente diminuicdo da resisténcia contra agentes invasores (Espelid et al.,
1996; Vazzana et al., 2002; Davis et al., 2002). As perdas decorrentes de mortes sdo as
maiores preocupacdes dos produtores (Jah et al. 2007). O uso de quimioterapicos e
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antimicrobianos a fim de mitigar os efeitos negativos das enfermidades apresenta
impacto negativo no ambiente e nos peixes. Durante a ultima década, o uso de
imunoestimulantes visando a prevencao de doencas foi alvo de diversos estudos,
principalmente devidos aos resultados benéficos sobre o mecanismo de defesa nao
especifico, melhorando assim, a protecdo precoce contra infeccbes (Sakai, 1999;
Sahoo e Mukherjee, 2001; Selvaraj et al., 2005).

Algumas substancias podem influenciar as respostas do sistema imune de
peixes, como o levamisol, antihelmintico sintético para animais terrestres usado contra
parasitos do trato digestério e vias pulmonares (JECFA, 1991). O levamisol foi o
primeiro farmaco relacionado com fungdes de melhora da imunidade celular em animais
de laboratério (Renoux, 1980).

O levamisol apresenta acdo imunoestimulante em peixes através da modulacao
de parametros imunes, como atividade citotdéxica de leucécitos, fagocitose, atividade
respiratéria de leucécitos, aumento de proteinas séricas do sistema complemento e
indiretamente a produgcdo de anticorpos (Cuesta et al., 2002), e capacidade de
aumentar a resisténcia contra diversos agentes etioldgicos, tais como Vibrio anguillarum
(Kajita et al., 1990), Aeromonas hydrophila (Baba et al., 1993), Paramoeba sp. (Findlay
et al., 2000; Munday e Zilberg, 2003), Edwardsiella tarda (Sahoo e Mukherjee, 2002),
Photobacterium damselae (Leano et al., 2004) além de nematdides como Anguillicola
crassus (Geets et al., 1992). Este composto pode ser administrado de forma nao
invasiva por via oral, através de suplementacdo da racdo, podendo assim, ser
considerado uma alternativa ao uso de quimioterapicos e antimicrobianos.

O sistema imune é dividido em inato ou nao especifico e especifico ou
adaptativo, ambos constituidos de defesa mediada por células e humorais, que atuam
contra microrganismos, toxinas ou células malignas, respondendo frente a fatores
exogenos ou enddgenos que estimulem os seus componentes. Esses dois sistemas
atuam conjuntamente para destruir invasores ou desencadear processos, entretanto o
sistema inato esta presente e apto antes do aparecimento do invasor, consistindo na

primeira barreira de defesa do organismo hospedeiro. Por outro lado, o sistema
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especifico necessita de prévio estimulo para responder e promover respostas mais
efetivas dememéria imune (Ellis, 1999; Bayne, 2001).

Os peixes sao suscetiveis a agentes virais, bacterianos, fungicos e parasitarios, e
apresentam mecanismos capazes de evitar infeccao/infestacdo. Contra a invasao
bacteriana, o sistema inato apresenta diversos compostos antibacterianos, tais como as
proteinas de fase aguda da inflamacdo, acdo do complemento ativado pela via
alternativa, citocinas, fagocitose e consequentemente a inflamacéo (Ellis, 2001). Entre
0s componentes humorais inatos, ha os fatores inibidores do crescimento de bactérias,
como a transferrina, antiproteases, lisozima, proteina C reativa, peptideos
antibacterianos e as proteinas do sistema complemento ativadas pela via alternativa.
Entre as células de defesa, os fagdcitos, representados pelos neutréfilos e macréfagos,
sdo muito importantes por apresentarem grandes quantidades de enzimas em
lisossomos, além de, na presenca de bactérias, produzirem espécies reativas de
oxigénio que sao responsaveis pela destruicao destes microrganismos. Assim o agente
etiolégico bacteriano necessita ultrapassar estas barreiras para estabelecer um
processo infeccioso (Ellis, 1999).

O pacu Piaractus mesopotamicus (Holmberg. 1887) (Characida: Myleinae) possui
importantes caracteristicas zootécnicas e € uma espécie de destaque na piscicultura
nacional (Oliveira et al., 2004; Queiroz et al., 2005). Atualmente a producao do pacu no
Brasil esta em torno de 12.000 ton ao ano e apresenta tendéncias de crescimento
(FAO, 2008). Entretanto, sdo escassos os estudos sobre o uso de imunostimulante e
principalmente sobre as respostas do sistema imune inato desta espécie (Abreu et al.,
2009; Belo et al., 2005; Garcia et al., 2007). Assim, diante do exposto, este trabalho tem
como objetivo avaliar os efeitos do levamisol administrado por sete e 15 dias nas
respostas imunes inatas, hematoldgicas e bioguimicas de pacus. O presente estudo foi
aprovado pelo comité de ética (protocolo nimero 004206/10).
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2. Material e Métodos
2.1. Acondicionamento e manejo dos peixes

O experimento foi realizado no Biotério do Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Campus
de Jaboticabal. Foram utilizadas 24 caixas de polietileno com capacidade para 100
litros, dispostas em sistema de circulagdo aberta, com renovagdo continua de agua
proveniente de poco artesiano com temperatura constante (aproximadamente 29°C).
Foram utilizados 240 exemplares jovens de pacu, com peso médio de 200,6 £ 42,28 g e
comprimento total 21,07 + 1,41 cm que apds o periodo de aclimatacao e jejum de 24
horas, foram capturados aleatoriamente, anestesiados com solugdo alcodlica de
benzocaina (0,1 g L), pesados, medidos e distribuidos na proporcédo de dez peixes por

caixa.

2.2. Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial com oito tratamentos (2x4), correspondendo aos dois tempo de
administracao (sete e 15 dias) e aos quatro niveis de inclusdo de levamisol na racéao (0,
125, 250 e 500 mg kg"), com seis repeticdes por tratamento. Os peixes foram mantidos
nas caixas por 20 dias para aclimatagdo e ap0s este periodo, os peixes de todos os

tratamentos receberam suas respectivas ragoes.
2.3. Racao experimental e periodo de administracao
O levamisol foi incorporado a racao através da moagem e peletizacao de racao

comercial (28% PB, e 3.000 kcal ED kg™ de racdo) com as respectivas concentragdes
para cada tratamento. Durante a fase de aclimatacao e periodo experimental, os peixes
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foram alimentados até a saciedade aparente, em duas refeicées diarias, as 9 e 17
horas.

2.4. Amostragem

Apés sete e 15 dias de alimentacdo com as ragdes experimentais, dois peixes de
cada caixa que compdem os tratamentos (12 peixes por tratamento) foram
anestesiados (solucdo alcodlica de benzocaina, 0,1 g L") e foi realizada a colheita de
sangue por pungdo do vaso caudal seguido de biometria e posteriores analises
imunoldgicas, hematolégicas e bioquimicas. Ap6s este procedimento o0s peixes
coletados foram descartados.

2.5. Avaliacao dos parametros imunoldgicos, hematologicos e bioquimicos

Para a coleta de sangue, seringas sem anticoagulante foram utilizadas e o
sangue destinado a obtencdo de soro e andlise da atividade bactericida, lisozima,
proteina total e albumina. Para a obtencdo de sangue total, microtubos com
anticoagulante (heparina) foram utilizados para armazenamento de sangue que foi
destinado a determinagao da atividade respiratoria de leucécitos, hemograma completo
com determinacédo do hematécrito, numero de eritrcitos, concentracdo de hemoglobina

e volume corpuscular médio dos eritrécitos.

2.5.1. Parametros Imunoldgicos
2.5.1.1. Atividade bactericida do soro

A avaliacdo da atividade bactericida do soro dos pacus seguiu a metodologia
preconizada por Kajita et al. (1990), Rao et al. (2006), Aly et al. (2008), com a
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introducédo de algumas modificacdes. Inicialmente uma cepa de Aeromonas hydrophila,
pertencente ao acervo bacteriano do Laboratério de Patologia de Organismos Aquaticos
(LAPOA-CAUNESP-Jaboticabal), previamente caracterizada, por testes bioquimicos
adequados (Bergey e Holt, 1994), foi semeada em caldo TSB, e incubada a 30° C por
24 horas. ApGs este periodo, a suspensdo bacteriana foi lavada e centrifugada
(centrifuga refrigerada a 3000 g por 3 min) em tampao fosfato estéril (PBS, composto
por NaCl 0,137 M, KCI 2,7 mM, KH,PO4 1,5 mM, Na,HPO4 8,1 mM, CaCl, 0,9 mM,
MgCl> 0,49 mM, em &agua destilada Milli-Q gsp 1 litro) com pH 7,4. A suspensao
bacteriana foi diluida em tampao PBS estéril na concentragéo de 1x10® UFC (escala de
Mc Farland) (Vandepitte et al., 1993).

A fim de avaliar a atividade bactericida do soro, foram incubados em microtubos
estéreis 40 uL da suspensao de A. hydrophila e 40 yL de soro de pacu por 1 hora a
37°C. Apds este procedimento, uma aliquota deste homogenizado foi depositada em
placas de Petri. O meio de cultura utilizado foi triptona de soja (TSA) e 0 método de
plaqueamento foi o “pour plate”. As cuturas foram incubadas por 24 horas a 30°C. O
grupo positivo consistiu de placas contendo bactérias em suspensao e tampao PBS no
lugar do soro. Apds o periodo de crescimento, o nimero de coldnias foi quantificado em
contador de colénia manual e os valores expressos em porcentagem nos grupos

tratados em relagéo ao grupo positivo.

2.5.1.2. Analise da concentracao e atividade de lisozima

A determinacado da concentracao e atividade de lisozima foi baseada no método
classico de lisar uma suspensao de Micrococcus lysodeikticus e foi medida por meio da
reducdo da densidade Optica verificada durante a lise da parede celular da bactéria
(Smolelis e Hartsell, 1949). A lisozima tem capacidade de atuar sobre ligacdes beta 1,4
glicosidicas entre o &cido N-acetiimuramico e o acido N-acetilglicosaminico de
membranas de parede celular bacterianas, levando a sua lise e consequente destruicao
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do patégeno (Paulsen et al., 2003). A analise foi realizada por ensaio turbidimético,
segundo Parry (1965) com adaptacoes.

A partir da curva padrédo, determinada utilizando lisozima liofilizada de clara de
ovo de galinha, foi quantificada e as concentragdes de lisozima nas diversas amostras
utilizando a equacao da reta. Apds a determinacao de curva de calibragdo, o soro de
peixes de todos os tratamentos, inicialmente, passaram por tratamento térmico (banho
a 56°C por 30 min) para inativacao das proteinas do sistema complemento, garantindo,
assim, que a lise do Micrococcus lysodeikticus fosse provocada exclusivamente por
acao da lisozima. Assim, 50 pyL soro de pacu (em triplicata) foram depositados em
microplacas, de acrilico estéril de 96 cavidades, em 50 pL de tampao fosfato de sédio
(0,05 M, pH 6,2), ap6s homogenizacao, o soro foi submetido a diluicdes sucessivas com
razdo constante igual a 2, mantendo um volume final de 50 uL por cavidade. Em cada
cavidade foram depositados 125 puL de suspensdo de M. lysodeikticus (0,2% em
tampao fosfato de sédio). A reducédo da densidade Optica, em 450 nm, foi avaliada entre
0,5 e 5,0 minutos a 30°C. Os resultados em concentracdo (ug mL™ de amostra) foram
obtidos a partir da reducdo da & DO para cada volume de amostra avaliada, e 0s
resultados em unidade de atividade (U mL™") foi determinada como a quantidade de
enzima que produziu, em 450 nm, um & DO de 0,001 min™' (Won et al. 2004).

2.5.1.3. Atividade respiratoria de leucécitos

A analise da atividade respiratéria de leucocitos seguiu o protocolo de Anderson
e Siwicki (1995) e Sahoo et al. (2005). O método consiste na determinagdo das
espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas pelo “burst” oxidativo por ensaio
colorimétrico baseado na redugédo do corante “nitroblue tetrazolium” (NBT) que forma
precipitados de material insolivel com coloracdo azul escuro no interior do fagdcito,
denominados granulos de formazan (Klein, 1990). Para a dosagem do precipitado, 0,1
mL de sangue total heparinizado foi adicionado a 0,1 mL de NBT (Sigma, St Louis, MO,
USA). Essa solucao foi homogeneizada e incubada por 30 min a 25°C. Apés incubagéo,
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50 L da suspensdao homogeneizada foi colocada em um tubo de vidro com 1 mL de N,
N-dimetil formamida (DMF, Sigma, St Louis, MO, USA) e centrifugado a 3000 g por 5
min. O DMF é um solvente de sais e de compostos de alto peso molecular, assim lisa a
parede celular dos leucécitos e dos granulos de formazan liberando para a solu¢do o
corante  NBT reduzido. A densidade éptica da solucdo foi determinada em
espectrofotobmetro em comprimento de onda de 540 nm.

2.5.2. Parametros Bioquimicos

2.5.2.1. Proteina total, albumina, globulina sérica e indice A:G

A concentracao sérica de proteina total foi determinada pelo método do Biureto
(Kit Labtest) e a de albumina foi determinada pelo método colorimétrico — verde de
bromocresol (Kit Labtest). A globulina foi determinada subtraindo a albumina da
proteina total e o indice albumina-globulina (A:G) foi calculado dividindo-se o valor da

fracdo albumina pelo valor total da fragcao globulina de cada amostra analisada.

2.5.3. Parametros Hematologicos
2.5.3.1. Hematoécrito, numeros de eritrocitos, hemoglobina e volume
corpuscular médio

No sangue total heparinizado foram determinados o hematdcrito, numero de
eritrécitos (NE), concentracdo de hemoglobina e volume corpuscular médio dos
eritrécitos (VCM) (Contador de Células Celm CC550).
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2.6. Monitoramento da qualidade de agua

A agua das caixas foi coletada duas vezes por semana para determinacao da
temperatura, potencial hidrogeniénico com pHmetro (Corning), oxigénio dissolvido com
oximetro (YSI 55) e amdnia total pelo método do reagente de Nessler. Os parametros
avaliados permaneceram dentro de faixas consideradas adequadas para peixes
tropicais, de acordo com Proenca e Bittencourt (1994) com temperatura média de 28°C,
pH 7,85 + 0,18, O, dissolvido 5,98 + 0,97 mg L' e NH, 0,24 + 0,09 mg L.

2.7. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias comparadas pelo Teste de Tukey (5%) através do programa estatistico SAS
(9.2).

3. Resultados
3.1. Parametros Imunoldgicos

Atividade bactericida do soro

O resultado do ensaio da atividade bactericida do soro deu-se pela contagem
das UFCs e posterior calculo da porcentagem que o valor representava quando
comparado com o grupo positivo, que apresentou resposta considerada 100% (Figura
1). Os grupos controle e tratados apresentaram capacidade de destruir bactérias,
quando comparados com o0 grupo positivo, entretanto a administracdo do
imunoestimulante por sete ou 15 dias, em suas diversas concentragdes, ndo promoveu
diferencas significativas. Houve um perfil de maior atividade nos trés grupos tratados

com levamisol, mas sem significado estatistico.
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Figura 1. Atividade bactericida do soro de pacus (média + desvio padrédo) alimentados
com levamisol. Letras diferentes minusculas indicam diferenga significativa entre
concentracdes e maiusculas entre periodo de administracdo pelo teste de Tukey

(p<0,05).

Concentracao e atividade de lisozima

A concentragdo e atividade de lisozima, enzima litica de grande importancia na
defesa contra patégenos, é apresentada na Figura 2 (A e B). Ambos os parametros
apresentaram valores mais elevados apods administracdo do levamisol por 15 dias,
exceto no grupo alimentado com 250 mg kg™'. A concentragdo do imunoestimulante ndo
influenciou os peixes tratados por sete dias, contudo os peixes alimentados por 15 dias

tiveram aumentos da concentracdo e atividade da lisozima nos grupos controle e
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alimentados com 125 mg kg™, sendo o Gltimo superior aos tratados com 250 e 500 mg

kg™ e o controle maior que 250 mg kg

Concentragdo de Lisozima (ug mL'1)

500 -

Aa
400 - -
ABa Il 7 dias
_ [ 15 dias
300 -
200 -
Ca BCa
100 - Ab Ab Aa Ab
0 i T i T I T i T
Cont. 125 250 500

Levamisol (mg kg'1

)



55

1200 - B
1000 Aa B 7 dias
" T [ 15 dias

=

=2 800 -

©

=

N ABa

3 600 -

| 1

(0]

©

S 400 4

©

ge.

= Ca BCa
<

200 - Ab Ab Aa |J_‘ Ab |j—‘
O i T i T ' T i T
Cont. 125 250 500

Levamisol (mg kg'1)
Figura 2. Concentracado (A) e atividade (B) de lisozima do soro de pacus (média +
desvio padrao) alimentados com levamisol. Letras diferentes mailsculas indicam

diferenca significativa entre concentragdes e minusculas entre periodo de administracao

pelo teste de Tukey (p<0,05).

Atividade respiratoéria de leucocitos

A atividade respiratéria de leucécitos, que indica a produgédo de espécies reativas
de oxigénio, apresentou-se elevada nos peixes alimentados com levamisol por sete dias
em comparacao aos peixes alimentados por 15 dias (Figura 3), mas nao foi influenciada

pela concentracéo de levamisol na ragao.
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Figura 3. Atividade respiratéria de leucécitos do sangue de pacus (média + desvio
padrdo) alimentados com levamisol. Letras diferentes minusculas indicam diferenca
significativa entre concentracdes e mailsculas entre periodo de administracdo pelo

teste de Tukey (p<0,05).

3.2. Parametros Bioquimicos
Proteina total, albumina, globulina sérica e indice A:G

Os valores obtidos de proteina total (Figura 4), albumina (Figura 5), globulina
sérica (Figura 6) e indice A:G (Figura 7) ndo apresentaram diferenca estatistica entre os
grupos tratados com levamisol e o controle, indicando que tanto as concentragdes como
os periodos de administragdo de levamisol ndo influenciaram a produgao das proteinas

séricas.
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alimentados com levamisol. Teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 6. Concentracdo de globulina do soro de pacus (média + desvio padrao)
alimentados com levamisol. Teste de Tukey (p<0,05).



60

1,0

0,8

0,6

A:G
—

—
—

04 -

0,2

0,0 T T T T T T T
Controle 125 250 500 7 dias 15 dias

b
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alimentados com levamisol. Teste de Tukey (p<0,05).

3.3. Parametros hematoldégicos (Hematoécrito, numero de eritrocitos,
hemoglobina e volume corpuscular médio)

As respostas hematolédgicas dos peixes alimentados com levamisol por sete ou
15 dias, tais como hematocrito (Figura 8) e numero de eritrécitos (Figura 9) foram
influenciadas pela concentragdo do imunoestimulante. Os peixes alimentados com 500
mg kg' de levamisol apresentaram maiores valores de hematécrito quando
comparados com o0s grupos tratados, enquanto que os valores de niumero de eritrocitos
dos peixes que receberam 500 mg kg™ de levamisol foram maiores em comparacédo ao
grupo tratado com 250 mg kg'. J4 a concentracdo de hemoglobina (Figura 10)

apresentou-se elevada ap6s administracdo de levamisol por 15 dias, entretanto nao
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sofreu influéncia das concentracbes do imunoestimulante. Em relacdo ao volume
corpuscular médio (Figura 11), os peixes alimentados por sete dias apresentaram
maiores valores quando comparados com os alimentados por 15 dias, contudo né&o

foram influenciados pela concentracdo do levamisol administrado.
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Figura 8. Hematdcrito do sangue de pacus (média + desvio padrao) alimentados com
levamisol. Letras diferentes minusculas indicam diferenca significativa entre

concentracdbes e mailsculas entre periodo de administracdo pelo teste de Tukey
(p<0,05).
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alimentados com levamisol. Letras diferentes minusculas indicam diferencga significativa

entre concentragdes e maiusculas entre periodo de administracao pelo teste de Tukey
(p<0,05).
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alimentados com levamisol. Letras diferentes minusculas indicam diferencga significativa
entre concentragdes e maiusculas entre periodo de administracao pelo teste de Tukey
(p<0,05).

4. Discussao

A administracdo de levamisol em pacus, por sete e 15 dias, alterou alguns
parametros hematologicos e teve agdo moderada sobre alguns indicadores do sistema
imune inato. O levamisol estimula a producdo de componentes do sistema de defesa
melhorando as chances dos peixes sobreviverem aos desafios impostos pela criacao
intensiva (Alexander e Ingram, 1992). O mecanismo de agao do levamisol nao esta bem



65

estabelecido, entretanto alguns estudos demonstram que este imunoestimulante atua
positivamente sobre parametros inatos e indiretamente sobre os adquiridos, em
diferentes espécies de peixes.

O soro de peixes de todos os tratamentos apresentou capacidade de destruir o
crescimento da bactéria A. hydrophila. Entretanto, o levamisol ndo potencializou a
atividade bactericida do soro na presenca da bactéria, pois os peixes tratados nao
demonstraram diferencas significativas quando comparados com 0s peixes controle,
embora fosse possivel observar menor contagem de bactérias no soro dos peixes
tratados com o imunoestimulante. A atividade bactericida do soro indica a capacidade
de componentes séricos atuarem na destruicdo de bactérias, uma vez que a via
alternativa do sistema complemento é ativada por componentes de parede de bactérias,
contribuindo para sua destruicdo juntamente com as demais proteinas séricas (Bradley,
1979). Resultados semelhantes foram observados por Kajita et al. (1990) e Mulero et al.
(1998) em Oncorhynchus mykiss e Sparus auratus L., respectivamente. Entretanto,
Misra et al. (2009) encontraram efeitos benéficos do levamisol em Labeo rohita
alimentados por 56 dias com as mesmas dosagens do imunoestimulante do presente
estudo. Os autores amostraram os peixes aos 15, 28, 42 e 56 dias, e observaram
resposta do imunoestimulante a partir do 15° dia, sendo que os melhores resultados
foram apresentados apdés 28 e 42 dias de administragdo. O tempo de administracdo
utiizado foi, aparentemente, insuficiente para a expressdo do efeito do
imunoestimulante no pacu.

No caso da determinagcédo da concentracao e atividade da lisozima, o levamisol
aumentou significativamente estes parametros, principalmente nos peixes alimentados
com 125 mg kg quando os peixes foram alimentados por 15 dias, entretanto esta
resposta nao diferiu da resposta do grupo controle, que foi em torno de 30,02% mais
reduzida, provavelmente pela alta variabilidade encontrada nos dados obtidos. A
lisozima atua principalmente sobre a parede de bactérias gram-positivas e algumas
gram-negativas juntamente com o sistema complemento, atuando na protecdo do
organismo hospedeiro (Alexander e Ingram, 1992). Diferentemente deste estudo, Misra
et al. (2009) observaram em L. rohita alimentadas com 250 mg kg' de levamisol
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aumento da lisozima apo6s 28 dias de administracdo. Resultados semelhantes foram
drelatados por Gopalakannan e Arul (2006) em Cyprinus carpio alimentadas por 30 dias
com 250 mg kg-1 de levamisol. Por outro lado, o levamisol administrado por 10 dias em
Clarias batrachus nao promoveu diferencas significativas nos niveis de lisozima,
promovendo ainda diminuicdo nos maiores niveis apds trés semanas (Sahoo e Kumari,
2006), resultados que reforcam que o tempo de administracdo do levamisol no pacu
pode ter afetado as respostas ao imunoestimulante.

Outro beneficio do uso de imunoestimulantes no sistema imune pode ser
observado pelo aumento da producédo de espécies reativas de oxigénio (EROs) por
leucécitos de peixes. As EROs apresentam capacidade de destruir invasores e proteger
0 organismo contra possiveis infecgdes, assim 0 aumento deste parametro pode ser um
indicador de aumento da resisténcia e melhora do sistema imune. Nao foi possivel
observar efeito do levamisol na atividade respiratéria do pacu. Ocorreu aumento desta
atividade na amostragem de 15 dias em relacdao aos dados obtidos aos sete dias,
independente da concentracao de levamisol. Resultados diferentes foram descritos por
Sahoo e Kumari (2006) em C. batrachus. A suplementagdo com 50 mg kg™ aumentou a
producédo de radicais oxidativos e a concentracao sérica de mieloperoxidase ap6s 10
dias de alimentagdo, com pico nas respostas ap6s trés e duas semanas
respectivamente.

As proteinas séricas sao importantes para a manutencado da pressao oncotica,
essencial para a homeostase dos fluidos corp6reos, bem como carreador de
compostos. Os dois maiores grupos de proteinas sdao as albuminas e as globulinas
(Schell e Blumberg, 1977). Globulinas sédo proteinas presentes no soro, entre as quais
estdo as imunoglobulinas, e outros componentes responsaveis pela defesa do
organismo. Em alguns casos, diminuicées das concentracdes destas proteinas indicam
saude debilitada e subnutricdo (Magsood et al., 2009).

A albumina é a mais abundante das proteinas séricas, e neste trabalho nao
houve alteracdes de sua concentracdo. Misra et al. (2009) observaram em Labeo rohita,
alimentadas por 56 dias com levamisol, aumento das concentragdes de albumina a
partir de 15 dias de alimentagao, bem como Magsood et al. (2009) em Cyprinus carpio
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alimentados por 57 e 70 dias com o imunoestimulante. Resultados semelhantes foram
observados apdés administracdo de outros imunoestimulantes, tais como a-tocoferol
(Sahoo e Muhkerjee, 2002) e levana (Dina Rairakhwada et al., 2007).

A administragdo por sete ou 15 dias do imunoestimulante ndo promoveu
alteracoes significativas na concentracao total de proteinas, globulinas e o indice A:G.
Aumento das concentracées de proteina total e globulinas foi relatado em carpas
alimentadas com 250 mg kg ' de levamisol por 57 e 70 dias, bem como melhora do
indice A:G apés administracdo de 250 mg kg™ de levamisol por 70 dias (Magsood et al.,
2009). Adicionalmente, Misra et al. (2009) observaram em Labeo rohita, alimentados
por 56 dias com o imunoestimulante, aumento das concentracées de proteinas totais
séricas a partir dos 15° dia de administracdo e das globulinas a partir do 28° dia,
entretanto ndo observaram melhora no indice A:G. Em pacus alimentados com 50, 100,
200, 400 e 800 mg kg"' de levamisol, Sado et al. (2010) observaram aumento das
proteinas totais apds 45 dias de administracao de levamisol, entretanto sem influéncia
das concentracées administradas.

Os niveis de proteinas totais no soro sédo atribuidos aos diferentes componentes
protéicos, como as globulinas, bem como a lisozima, complemento, e outros peptideos
(Alexander e Ingram 1992; Misra et al., 2009). A atividade bactericida do soro esta
relacionada com proteinas protetoras que podem apresentar-se aumentadas apdés
administracdo de levamisol (Siwicki et al., 1994). Assim, o fato do imunoestimulante nao
ter promovido aumento de proteinas totais, isso pode ser relacionado a auséncia de
alteracao significativa na atividade bactericida do pacu.

O sangue de peixes teledsteos é formado de eritrocitos e por células de defesa.
Os eritrocitos e a hemoglobina, seu principal componente, sao responsaveis pelas
trocas gasosas no organismo. A analise dos parametros hematimétricos de peixes,
compostos por hematdcrito, numero de eritrocitos, concentracdo de hemoglobina e
volume corpuscular médio indica resposta para a demanda energética em situacoes
adversas, bem como o estado imune. Entretanto hd poucos estudos que avaliam os
efeitos do levamisol sobre estes pardmetros nas diversas espécies (Cuesta et al. 2002,
2004; Ispir e Dorucu, 2005, Li et al. 2006a; Sado et al., 2010).
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O hematécrito € a avaliacao percentual da quantidade de células presentes no
sangue, incluindo células vermelhas e brancas de defesa. Os estudos sobre os efeitos
do levamisol sobre o hematdcrito de peixes indicam que este parametro pode
apresentar-se aumentado devido a agao do imunoestimulante sobre a proliferacao de
células de defesa, principalmente linfécitos T (Renoux, 1980). O hematdcrito e o
namero de eritrécitos apresentaram aumento significativo na concentracao de 500 mg
kg" independente do periodo de administracdo. Diversos pesquisadores observaram
resultados diferentes, tais como Li et al., (2006) em robalos hibridos, Sahoo e
Mukherjee, (2001) em Labeo rohita e Ispir e Dorucu, (2005), em trutas arco-iris € Sado
et al. (2010) em pacus, nos quais a administracdo de levamisol ndo influenciou no
hematdcrito.

A hemoglobina e volume corpuscular médio sao variaveis que avaliam as
resposta do organismo a demanda energética e podem variar de acordo com diversos
fatores, tais como idade, sexo época do ano e condicao de saude (Post, 1987; Ranzani-
Paiva, 2004). Pacus alimentados por sete dias, independente da concentragcdo do
imunoestimulante, apresentaram diminuicdo da hemoglobina e aumento do VCM,
evidenciando que o organismo produziu e liberou para circulacao grande quantidade de
eritrécitos jovens, caracterizados por serem maiores e apresentarem menor
concentracdo de hemoglobina. Por outro lado, ap6s a administracao por 15 dias de
levamisol, o efeito foi contrario, com aumento da concentracdo de hemoglobina e
diminuicdo do VCM. Sado et al. (2010) observaram em pacus diminuicdo da
hemoglobina, sem alteracdo de VCM, ap6s administracao de levamisol por 30 dias.

Os resultados encontrados neste trabalho ndo comprovam os beneficios do
levamisol descritos na literatura para diversas espécies de peixes. Fatores como tempo
e via de administracdo sao importantes na definicdo da eficiéncia e efeitos sobre as
respostas dos organismos (Sakai, 1999). Diferentes vias de administracdo, tais como
banho de imersdo e injecdo intramuscular do levamisol também apresentaram
resultados benéficos. Diversas pesquisas demonstraram que estudos in vitro
promoveram efeitos imunomoduladores. Cuesta et al. (2002) incubaram leucdcitos

provenientes da porgao cranial do rim de Sparus aurata L. com levamisol e observaram
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melhora da atividade citotéxica de linfocitos. No presente estudo, a escolha pelo
periodo curto de administracdo seguiu o protocolo de Mulero et al. (1998), Sahoo e
Mukherjee, 2001, Cuesta et al. (2002), Kumari e Sahoo (2006) e Li et al. (2006), no qual
diversos parametros do sistema imune inato foram beneficiados, entretanto outros
estudos tais como Misra et al. (2009), que ofereceram o imunoestimulante por 56 dias
para Labeo rohita e Magsood et al. (2009), que realizaram administracdes por até 70
dias em Cyprinus carpio, demonstram que protocolos prolongados do imunoestimulante
promoveram melhores respostas.

A inclusdo de componentes nas dietas visando beneficios adicionais, tal como a
adicdo de imunoestimulantes, tem sido tema de muitos estudos, dentre eles o
levamisol, uma droga sintética com agdes comprovadas em diversas espécies de
peixes. A modulacdo do sistema imune através destas substancias é uma alternativa
para o uso de antibiéticos e o pacu é uma espécie de grande interesse economico e
novos estudos com outros protocolos experimentais devem ser aplicados na tentativa

de explorar os efeitos do levamisol na imunidade inata desta especie.

5. Conclusoes

A administracédo de levamisol por sete e 15 dias promoveu alteracbes moderadas
em parametros imunol6gicos e hematolédgicos de pacu. A administracao por sete ou por
15 dias (125 mg kg') do levamisol pode promover imunomodulagdo, entretanto um
efeito consistente nao ficou claro. Os resultados sugerem necessidade da continuidade
dos estudos e o aperfeicoamento dos protocolos experimentais pela importancia que se

reveste o uso de imunoestimulantes na criagéo de peixes.
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CAPITULO 3 - Imunizacao contra Aeromonas hydrophila em pacu Piaractus

mesopotamicus apés administracao de levamisol.

RESUMO - O aparecimento de doencas em peixes de criacao intensiva € um problema
enfrentado no Brasil e no mundo todo. O uso de imunoestimulante e imunizagdo séao
técnicas muito utilizadas que visam a melhora do sistema imune de peixes. O presente
estudo avaliou os efeitos da administracdo de levamisol por sete dias e a imunizagcao
com A. hydrophila em pacus sobre parametros do sistema adquiridos e inato de defesa.
A imunizagdo e a administracdo de levamisol promoveram aumento do titulo de
anticorpos, atividade bactericida do soro, hematécrito, nimero de eritrécitos, leucécitos
totais e trombécitos nos pacus. Os valores da atividade e concentracao de lisozima,
atividade respiratéria de leucécitos, proteina total, albumina, globulina, indice A:G,
hemoglobina e volume corpuscular médio, e demais células brancas de defesa nao
apresentaram diferencas significativas quando comparadas com o controle. A
administracdo de levamisol por sete dias e a imunizagdo de pacus promoveu melhora
de alguns parametros da imunidade adquirida e inata de defesa. Entretanto outros
protocolos devem ser estudados para avaliar o efeito do levamisol sobre o sistema

imune de pacus.

Palavras chaves: Imunizacao, titulo de anticorpos aglutinantes, titulo de anticorpos
hemaglutinantes, lisozima, atividade bactericida do soro



76

Abstract: Diseases outbreaks in intensive fish farming are a problem in Brazil and
worldwide. Immunostimulants and immunization are very usefull to improve the immune
system of fish. This study evaluated the effects of levamisole administration for seven
days and immunization with A. hydrophila in pacus on acquire and innate immune
system. Immunization and levamisole administration promoted increased antibody titre,
serum bactericidal activity, hematocrit, red blood cell, leucocytes and thrombocytes in
pacus. The values of activity and concentration of lysozyme, respiratory activity of
leucocytes, total protein, albumin, globulin, A:G index, corpuscular hemoglobin volume,
and other white blood cells did not present significant differences when compared with
the control. Administration of levamisole for seven days and immunization of pacus
improved some parameters of acquired and innate defence. However other protocols
must be studied to assess the effect of levamisole on the immune system of pacus.

Keywords: Immunization, antibody agglutination title, antibody hemaglutination title,
lysozyme, serum bactericidal activity

1. Introducao

O pacu, Piaractus mesopotamicus (Holmberg, 1887), espécie da familia
Characidae e subfamilia Myleinae, possui caracteristicas zootécnicas que a tornam uma
das espécies nativas mais importantes da piscicultura no Brasil (Oliveira et al., 2004;
Queiroz et al., 2005; Urbinati et al., 2010). E uma espécie bastante estudada em relacdo
a reproducao (Romagosa et al., 1990), larvicultura (Jomori et al., 2003), alimentacao e
nutricdo (Souza et al., 2000; Bechara et al., 2005; Takahashi et al., 2006; Abimorad et
al., 2007, 2009; Bicudo et al., 2009), mas ha grande caréncia de conhecimentos no que
se relaciona a fisiologia do sistema imune da espécie (Belo et al., 2005; Garcia et al.,
2007; Abreu et al., 2009; Sado et al., 2010).
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O sistema imune de peixes ¢é dividido em inato ou ndo especifico e especifico ou
adaptativo, ambos divididos em defesa mediada por células e humorais. O sistema
inato é constituido de componentes celulares e moleculares que estao presentes no
sangue e fluidos corpéreos que atuam rapidamente para manter o equilibrio do
hospedeiro. Dentre estes componentes estdo as proteinas do sistema complemento, o
sistema de enzimas antimicrobianas, os mediadores nao especificos da imunidade tais
como o interferon, as interleucinas e as células de defesa, como os granuldcitos,
mondcitos, macréfagos e as células natural killer. Por outro lado, o sistema especifico
necessita da presenca do antigeno para desencadear reagdes que culminardo no
aumento de anticorpos circulantes especificos para tais invasores, € promovera em
consequéncia, memaria imune (Bayne, 2001; Ellis, 2001).

Agentes virais, bacterianos, fungicos e parasitarios podem provocar doengcas em
peixes. Entre os mecanismos inatos contra a invasdo de microrganismos, estdo a
producdo de diversos compostos antimicrobianos, proteinas de fase aguda da
inflamacéao, acdo do complemento ativado pela via alternativa, citocinas, fagocitose e
consequentemente, a inflamacdo. Ja entre os componentes especificos estdo os
anticorpos e os linfécitos, que compdem a defesa especifica humoral e mediada por
células, respectivamente. Os anticorpos ligam-se aos microrganismos e ativam a
fagocitose, ou ainda promovem neutralizacdo e opsonizagdo do agente, bem como
ativacdo do complemento e citotoxicidade mediada por células dependentes de
anticorpos (Ellis, 2001).

As respostas do sistema imune de peixes podem ser influenciadas por algumas
substancias, tais como o levamisol. Este composto € uma droga anti-helmintica sintética
utilizada em mamiferos, que apresenta uma potente acao sobre os sistemas imunes
inato e especifico de peixes (Cuesta et al., 2002). Este imunoestimulante promove
melhora de alguns parametros, tais como a atividade citotéxica de leucécitos (Cuesta et
al., 2002), a fagocitose (Mulero et al., 1998; Findlay e Munday, 2000), a atividade
respiratéria de macréfagos (Siwicki, 1989; Mulero et al.,, 1998), e, indiretamente,
melhora as respostas imunes especificas (Jeney e Anderson, 1993; Cuesta et al.,
2004), promovendo assim, aumento da resisténcia contra diversos agentes etioldgicos,
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tais como Vibrio anguillarum (Kajita et al., 1990), A. hydrophila (Baba et al., 1993),
Paramoeba sp. (Findlay et al., 2000; Munday e Zilberg, 2003), Edwardsiella tarda
(Sahoo e Mukherjee, 2002), Photobacterium damselae (Leano et al., 2003) além de
nematdides como Anguillicola crassus (Geets et al., 1992).

O aparecimento de doencas, apesar das defesas do organismo, pode ocorrer
principalmente devido ao excesso de matéria organica na agua, em situagdes de
estresse ou presenca de parasitos (Post, 1987). Em pisciculturas brasileiras o agente
causal Aeromonas hydrophila é responsavel por muitos surtos além de ser considerado
grave problema econdémico (Vieira, 2003). Adicionado a isto, 0 uso indiscriminado de
antimicrobianos em doses sub-terapéuticas resultam no aumento da resisténcia
bacteriana em todo o mundo (Vivekanandhan et al., 2002).

Atualmente, estudos indicam que as defesas contra microrganismos podem ser
estimuladas, com aumento da concentracdo de anticorpos circulantes, através da
imunizacdo. Quando a imunizacdo é realizada conjuntamente a administracao de
levamisol, as respostas de defesa sdao aumentadas e a protecao contra o patégeno é
mais efetiva (Jeney e Anderson, 1993). Assim, na aquicultura, a imunizacdo e o uso de
imunoestimulante podem ser uma alternativa ao uso de antibiéticos (Romano e Mejia,
2003). Diante do exposto, este trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos do
levamisol suplementado na racdo administrado por sete dias, nas respostas
imunoldgicas e hematoldgicas de pacus imunizados com Aeromonas hydrophila. O
presente estudo foi aprovado pela comissdo de ética no uso de animais da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (protocolo numero 004206/10).

2. Material e Métodos
2.1. Acondicionamento e manejo dos peixes

O presente estudo utilizou 240 exemplares de pacu, com peso médio de 218,9 +
47,0 g e comprimento total 21,3 £ 1,4 cm, distribuidos em 24 caixas de polietileno de
100 litros, dispostas em sistema de circulacdo aberta, com renovagéo continua de agua
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proveniente de poco artesiano, com temperatura constante (aproximadamente 29°C).
Apés periodo de 20 dias de aclimatacdo ao ambiente experimental, os peixes passaram

a receber as ragfes experimentais.

2.2. Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com 12
tratamentos em esquema fatorial, com quatro niveis de levamisol na racédo (0, 125, 250
e 500 mg kg™") e trés amostragens (sete dias de alimentacdo; sete dias de alimentacéo
apos a inoculacao com tampao PBS e sete dias de alimentacao apds imunizagcdo com
A. hydrophila) com seis repeti¢cdes por tratamento. Os animais inoculados com tampé&o

PBS foram considerados controle negativo.

2.3. Racao experimental e periodo de administracao

O levamisol foi incorporado & racdo comercial (28% PB, 3.000 kcal ED kg™
moida e peletizada com o imunoestimulante. Durante a fase de aclimatagéao e periodo
experimental, os peixes foram alimentados até a saciedade aparente, em duas
refeicdes diarias, as 9 e 17 horas.

2.4. Amostragem

Apoés sete dias recebendo as racdes experimentais, dois peixes de cada uma das
caixas que compunham os tratamentos (12 peixes por tratamento) foram anestesiados
em solugdo alcodlica de benzocaina (0,1 g L"), submetidos a retirada de sangue por
puncao do vaso caudal e, em seguida, pesados e medidos. O sangue foi processado
para as analises imunolégicas, bioquimicas e hematoldgicas. O restante dos peixes foi
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imunizado com A. hydrophila, tampao PBS e hemacias de coelho, e permaneceram nas
respectivas caixas por mais 15 dias, quando uma coleta adicional foi realizada, na qual
dois peixes de cada caixa (12 peixes por tratamento) foram novamente amostrados

como descrito anteriormente.

2.5. Imunizacao de pacus com A. hydrophila

Os peixes anestesiados foram inoculados por injecado intraperitoneal de 1 mL de
1 x 108 UFC mL" de A. hydrophila inativada com formalina a 3%. As cepas de A.
hydrophila utilizadas foram fornecidas pelo Laboratério de Patologia de Organismos
Aquaticos, Centro de Aquicultura da UNESP. Apo6s este procedimento os peixes
permaneceram 15 dias recebendo racdo comercial livre de levamisol (28% PB, 3.000
kcal ED kg™), sendo, entdo, amostrados como j& descrito.

2.6. Imunizacao de pacus com hemaceas de coelhos

O sangue de coelhos foi misturado ao mesmo volume de solucdo de Alséver
(anticoagulante pH 6,1) e a solucao resultante foi filtrada em gaze estéril. No momento
do uso, as hemacias foram ressuspensas, lavadas e centrifugadas (3000 g por 3 min,
4°C) por trés vezes com o tampao fosfato estéril (PBS, composto por NaCl 0,137 M, KCI
2,7 mM, KH,PO4 1,5 mM, Na,HPO4 8,1 mM, CaCl, 0,9 mM, MgCl, 0,49 mM, em agua
destilada Milli-Q gsp 1 litro), com pH 7,4. A suspensao foi diluida em tampao fosfato
estéril a 10%. Os peixes anestesiados foram inoculados por injecao intracelomatica de

1 mL de suspensao de heméaceas a 10%.
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2.7. Avaliacao de parametros imunoldgicos adquiridos e inatos, bioquimicos e
hematoldgicos

Durante as amostragens, os peixes foram anestesiados (benzocaina, 0,1 g L™)
para retirada de sangue. Do sangue retirado com seringas sem anticoagulante separou-
se soro, destinado a anadlise do titulo de anticorpos aglutinantes, titulo de anticorpos
hemaglutinantes, atividade bactericida, proteina total e albumina. O sangue total,
colocado em microtubos com anticoagulante (heparina), foi destinado a determinacao
da atividade respiratoria de leucocitos, hemograma completo com determinacdo do
hematécrito, nimero de eritrécitos, concentracdo de hemoglobina, volume corpuscular

médio dos eritrécitos, contagem total e diferencial das células de defesa.

2.7.1. Parametros Imunes Especificos
2.7.1.1. Titulo de Anticorpos Aglutinantes e suspensao de A. hydrophila

A titulacdo dos anticorpos produzidos contra A. hydrophila foi obtida por uma
reacao de soroaglutinacao, que é uma reacao de floculacao celular, na qual o antigeno
€ constituido por suspensao de células estaveis, neste caso as bactérias. O resultado é
um aglomerado celular que pode ser visualizado a olho nu.

A titulacdo de anticorpos aglutinantes do soro de pacus seguiu metodologia
preconizada por Plumb and Areechon (1990), Yildirim et al. (2003), Chen e Light (1994),
com modificagdes. Inicialmente uma cepa de A. hydrophila, do acervo bacteriano do
Laboratério de Patologia de Organismos Aquaticos (LAPOA-CAUNESP - Jaboticabal),
previamente caracterizada por testes bioquimicos (Bergey e Holt, 1994), foi semeada
em caldo de digestdo de soja e caseina (TSB) e incubada a 30° C por 24 horas. Apds
este periodo, a suspensao bacteriana foi lavada e centrifugada trés vezes (3000 g por 3
min, 4°C) em tampao PBS estéril, em pH 7,4, para retirada completa do meio de cultura.
A suspensao bacteriana foi inativada por tratamento com formalina a 3%, lavadas trés
vezes e diluida em tampao PBS estéril. Para adequacdo das concentracdes, as
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diluicbes foram ajustadas pela turvacao segundo escala de Mc Farland em uma
concentracdo de 1 x10° UFC (Vandepitte et al., 1993).

Reacao de soroaglutinacao

Foram utilizadas microplacas de 96 cavidades de acrilico estéril, na qual 50 pL
de soro foram misturados a 50 pL de tampéao fosfato. A partir desta solu¢ao o soro foi
submetido a diluicbes sucessivas com razao constante igual a 2 até a pendltima
cavidade. A ultima cavidade foi utilizada como controle negativo, onde havia apenas 50
uL tampao PBS, mantendo um volume final de 50 uL por cavidade, e as seguintes
diluicbes dos soros: 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512, 1/1024, 1/2048.
Em seguida foram adicionados 50 pL de suspensdo de A. hydrophila (1 x10° UFC) em
todas as cavidades, e a reagao foi incubada por 18 horas a 25°C em camara umida. O
titulo de anticorpos aglutinantes foi definido como a ultima diluicdo do soro
apresentando aglutinacédo visivel, e os valores expressos em Logi, do reciproco da
diluicdo.

2.71.2. Titulo de Anticorpos hemaglutinantes e suspensao de hemaceas de
coelhos e inoculacao

A titulagdo dos anticorpos produzidos contra heméacias de coelho foi obtida por
uma reacao de soroaglutinacdo, uma reacao de floculacao celular na qual o antigeno é
constituido por células estaveis, neste caso, hemécias de coelhos. O resultado € um
aglomerado celular que pode ser visualizado a olho nu.

Uma aliquota de sangue total de coelhos foi coletada por puncédo cardiaca e
misturada a um mesmo volume de solucdo de Alséver (anticoagulante pH 6,1) e a
solucao resultante foi filtrada em gaze estéril. No momento do uso, as hemacias foram

ressuspensas, lavadas e centrifugadas (centrifuga refrigerada a 3000 g por 3 min) por
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trés vezes com o tampao PBS estéril, com pH 7,4. A suspensao foi diluida em tampao
fosfato estéril a 1% para realizagdo do teste nas microplacas.

Reacao de soroaglutinacao

Inicialmente, o soro hiperimune obtido ap6s 15 dias da inoculagdao de hemacias a
10%, foi inativado a 56°C por 20 min para desnaturacdo de proteinas do sistema
complemento, que sado termo sensiveis e apresentam grande capacidade de lisar
hemacias. Foram utilizadas microplacas de acrilico estéril com 96 cavidades, nas quais
50 pL de soro foram diluidos em 50 uL de tampao fosfato. A partir desta solugao o soro
foi submetido a diluicbes sucessivas com razao constante igual a 2 até a pendltima
cavidade. A ultima cavidade foi utilizada como controle negativo, onde havia apenas 50
uL tampao PBS, mantendo um volume final de 50 uL por cavidade, e as seguintes
diluicbes dos soros: 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512, 1/1024, 1/2048.
Em seguida foram adicionados 50 pL de suspensao de heméacias de coelho a 1% em
todas as cavidades, e a reacao foi incubada por 1 h a 37°C. O titulo de anticorpos
hemaglutinantes foi definido como a ultima diluicdo do soro apresentando aglutinacao
visivel, e os valores expressos em Log10 do reciproco da diluicao

2.7.2. Parametros Imunes Inatos
2.7.2.1. Atividade bactericida

A avaliacdo da atividade bactericida do soro dos pacus seguiu a metodologia
preconizada por Kajita et al. (1990), Rao et al. (2006), Aly et al. (2008), com
modificacdes. Inicialmente uma cepa de A. hydrophila, do acervo bacteriano do
Laboratério de Patologia de Organismos Aquaticos (LAPOA-CAUNESP-Jaboticabal),
previamente caracterizada, por testes bioquimicos (Bergey e Holt, 1994), foi semeada
em caldo de digestdo de soja e caseina (TSB), e incubada a 30° C por 24 horas. Apds
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este periodo, a suspensao bacteriana foi lavada e centrifugada (centrifuga 3000 g por 3
min, 4°C) em tampao fosfato estéril (PBS, composto por NaCl 0,137 M, KCI 2,7 mM,
KH2PO4 1,5 mM, Na,HPO, 8,1 mM, CaCl, 0,9 mM, MgCl, 0,49 mM, em agua destilada
Milli-Q gsp 1 litro) em pH 7,4. A suspensao bacteriana foi diluida em tampao PBS estéril
na concentracdo de 1x10® UFC (escala de Mc Farland) (Vandepitte et al., 1993).

Para avaliacdo da atividade bactericida do soro, 40 uL da suspensédo de A.
hydrophila e 40 pL de soro de pacu foram incubados em microtubos estéreis por 1 hora
a 37°C. Apos este procedimento, uma aliquota deste homogenizado foi depositada em
placas de Petri. O meio de cultura utilizado foi triptona de soja (TSA) e 0 método de
plagueamento foi o “pour plate”. As cepas foram incubadas por 24 horas a 30°C. O
grupo positivo consistiu de placas contendo bactérias em suspensao e tampao PBS no
lugar do soro. Apds o periodo de crescimento, o nimero de coldnias foi quantificado em
contador de colénia manual e os valores expressos em porcentagem nos grupos

tratados em relagéo ao grupo positivo.

2.7.2.2. Concentracao e atividade de lisozima

A determinacdo da concentracdo e atividade de lisozima foi baseada no método
classico de lisar uma suspensao de Micrococcus lysodeikticus e foi medida pela
reducdo da densidade Optica verificada durante a lise da parede celular da bactéria
(Smolelis e Hartsell, 1949). A lisozima tem capacidade de atuar sobre ligacdes beta 1,4
glicosidicas entre o &cido N-acetiimuramico e o acido N-acetilglicosaminico de
membranas de parede celular bacterianas, levando a sua lise e consequente destruicao
do patégeno (Paulsen et al., 2003). A andlise foi realizada por ensaio turbidimétrico,
segundo Parry (1965) com adaptacoes.

A partir da curva padrédo, determinada utilizando lisozima liofilizada de clara de
ovo de galinha, foram quantificadas as concentracbes de lisozima nas diversas
amostras utilizando a equacao da reta. O soro de peixes de todos os tratamentos,
inicialmente, sofreu tratamento térmico (banho a 56°C por 30 min) para inativacdo das
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proteinas do sistema complemento, garantindo, assim, que a lise do Micrococcus
lysodeikticus fosse provocada exclusivamente por acao da lisozima. Assim, 50 pL soro
de pacu (em triplicata) foram depositados em microplacas, de acrilico estéril de 96
cavidades, e misturados com 50 pL de tampao fosfato de sédio (0,05 M, pH 6,2). Apéds
homogenizagédo, o soro foi submetido a diluigdes sucessivas com razdo constante igual
a 2, mantendo um volume final de 50 uL por cavidade. Em cada cavidade foram
adicionados 125 pL de suspensédo de Micrococcus lysodeikticus (0,2% em tampao
fosfato de sédio). A reducdo da densidade 6ptica, em 450 nm, foi avaliada entre 0,5 e
5,0 min a 30°C. Os resultados em concentragao (uL por mL de amostra) foram obtidos a
partir da redugéo da & DO para cada volume de amostra avaliada, e os resultados em
unidade de atividade (U mL™) foi determinada como a quantidade de enzima que
produziu, em 450 nm, um & DO de 0,001/min (Won et al., 2004).

2.7.2.3. Atividade respiratéria de leucécitos

A analise da atividade respiratéria de leucocitos seguiu o protocolo de Anderson
e Siwicki (1995). O método consiste na determinacao das EROs produzidas pelo “burst”
oxidativo por ensaio colorimétrico baseado na reducao do corante “nitroblue tetrazolium”
(NBT) que forma precipitados de material insoluvel com coloragdo azul escuro no
interior do fagécito, denominados granulos de formazan (Klein, 1990). Para a dosagem
do precipitado, 0,1 mL de sangue total heparinizado foi adicionado a 0,1 mL de NBT
(Sigma, St Louis, MO, USA). Essa solucao foi homogeneizada e incubada por 30 min a
25°C. Apo6s incubacéao, 50 pL da suspensdo homogeneizada foi colocada em um tubo
de vidro com 1 mL de N, N-dimetil formamida (DMF, Sigma, St Louis, MO, USA) e
centrifugado a 3000 g por 5 min. O DMF é um solvente de sais e de compostos de alto
peso molecular, assim lisa a parede celular dos leucocitos e dos granulos de formazan
liberando para a solugdo o corante NBT reduzido. A densidade Optica da solucao foi
determinada em espectrofotdmetro (Beckman DU-70S) em comprimento de onda de
540 nm (Sahoo et al., 2005).
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2.7.3. Parametros Bioquimicos
2.7.3.1. Proteina total, albumina, globulina sérica e indice A:G

A concentracao de proteina total foi determinada no soro pelo método do Biureto
(Kit Labtest) e a de albumina pelo método colorimétrico — verde de bromocresol (Kit
Labtest). A globulina foi determinada subtraindo a albumina da proteina total e o indice
albumina-globulina (A:G) foi calculado dividindo-se o valor da fragao albumina pelo valor

total da fracao globulina de cada amostra analisada.

2.7.4. Parametros Hematolégicos
2.7.41. Hematoécrito, numeros de eritréocitos, hemoglobina, volume

corpuscular médio, contagem total e diferencial das células de defesa

No sangue total heparinizado foram determinados o hematdcrito, nimero de
eritrécitos (NE), volume corpuscular médio dos eritrécitos (VCM), concentracdo de
hemoglobina (Contador de Células Celm CC550) e numero de células total (eritrocitos,
leucécitos e trombdcitos) e diferencial (linfécitos, neutréfilos, mondcitos, eosindfilo,
célula granulocitica especial (CGE) ou leucécito granular PAS (LG-PAS) e baséfilo) em
extensdes sanguineas. A contagem total dos leucécitos foi realizada por método
indireto, pela quantificacdo das células em cada 2000 eritrécitos e, por estimativa,
considerando o valor total de células vermelhas obtido no contador de células. Ja o
diferencial de leucécitos foi quantificado contando-se 200 células e estimando para o

total de leucécitos

2.8. Monitoramento da qualidade de agua

A agua das caixas foi avaliada duas vezes por semana para mensuragao da
temperatura, potencial hidrogeniénico com pHmetro (Corning), oxigénio dissolvido com
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oximetro (YSI 55) e amdnia total pelo método do reagente de Nessler. Os parametros
avaliados permaneceram dentro de faixas consideradas adequadas para peixes
tropicais, de acordo com Proenca e Bittencourt (1994) com temperatura média de 28°C,
pH 7,42 + 0,36, O, dissolvido 5,19 + 0,54 mg L' e NH, 0,23 + 0,16 mg L.

2.9. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias comparadas pelo Teste de Tukey (a=0,05) através do programa estatistico SAS
(9.2).

3. Resultados

3.1. Parametros Imunes Especificos
3.1.1. Titulo de anticorpos aglutinantes

A suplementacédo de levamisol por sete dias nas concentracdes de 125 e 250 mg
kg' de racdo e a imunizagdo com A. hydrophila promoveram maiores titulos de
anticorpos aglutinantes especificos identificados a partir da reacao de soroaglutinacao
(Figura 1).
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Figura 1. Titulo de anticorpos aglutinantes do soro de pacus (média + desvio padrao)
alimentados com levamisol por sete dias. Letras diferentes indicam diferenga

significativa entre concentracdes de levamisol pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.1.2. Titulo de anticorpos hemaglutinantes

A producao de anticorpos hemaglutinantes ndo foi influenciada pela imunizagéo
com A. hydrophila e administracéo de levamisol por sete dias nas concentragdes de 125
e 250 mg kg'. Entretanto, a administracdo de 500 mg kg de levamisol promoveu
diminuicdo do titulo de anticorpos aglutinantes identificados a partir da reacado de

soroaglutinacao (Figura 2).
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Figura 2. Titulo de anticorpos hemaglutinantes do soro de pacus (média * desvio
padrao) alimentados com levamisol por sete dias. Letras diferentes indicam diferenca

significativa entre concentracdes de levamisol pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.2. Parametros Imunes Inatos

3.2.1. Atividade bactericida do soro

Apbs a alimentacdo com o levamisol por sete dias e inoculacdo do agente
patogénico, o soro dos pacus apresentou maior capacidade de destruir bactérias
(Figura 3). O grupo positivo, no qual ndo foi adicionado soro de pacu, representa 100%
de crescimento bacteriano, e os demais grupos representam as contagens de UFCs em

relagdo ao grupo controle. O soro dos peixes que receberam 500 mg kg’ de levamisol
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na racdo apresentou a maior atividade bactericida antes e apds a inoculagéo

bacteriana, quando comparado com os demais grupos.
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Figura 3. Atividade bactericida do soro de pacus (média + desvio padrao) alimentados

com levamisol por sete dias. Letras diferentes maiusculas indicam diferenga significativa

entre concentragdes e minusculas entre periodo de administracao pelo teste de Tukey

(p<0,05).
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3.2.2. Concentracao e atividade de lisozima

A concentracao (A) e atividade (B) de lisozima, enzima importante dos fluidos
corporeos com capacidade de lisar bactérias, nao foram influenciadas pela
administragdo do levamisol ou pela imunizagéo (Figura 4).

1000 A A

< H Antes A. hydrophila
—E' 800 1 PBS

o T EE Apos A. hydrophila
=2

£

‘S 600

o)

R

-

[0)

o)

O 400 -

(g

On

Q

T

©

2 200 -

o

) ’l‘

0 0 ﬁ 0 i , i n

Cont. 125 250 500

Levamisol (mg kg'1

)
Figura 4. Concentracado (A) e atividade (B) de lisozima do soro de pacus (média +
desvio padrao) alimentados com levamisol por sete dias. Letras diferentes indicam

diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05).
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3.2.3. Atividade respiratéria de leucoécitos

A atividade respiratéria de leucécitos, avaliada pela oxidagdo do corante por
espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas por leucécitos, nao foi influenciada
pela administracdo do imunoestimulante ou pela inoculacao de A. hydrophila (Figura 5).
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Figura 5. Atividade respiratéria de leucécitos do sangue de pacus (média = desvio

padrdo) alimentados com levamisol por sete dias. Letras diferentes indicam diferenca

significativa pelo teste de Tukey (p<0,05).
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3.3.1. Proteina total, albumina, globulina sérica e indice A:G

Os parametros bioquimicos avaliados em pacus alimentados por sete dias com

levamisol e inoculados com A. hydrophila ndo apresentaram diferencas quando

comparados ao controle. Os valores de proteina total (Figura 6) e albumina (Figura 7)

dos grupos alimentados com o imunoestimulante apresentaram apenas uma tendéncia

de aumento apo6s contato com o agente bacteriano. Por outro lado, os valores de

globulina sérica (Figura 8) e indice A:G (Figura 9), nos peixes alimentados com 125 mg

kg" de levamisol na ragdo, mostraram diminuicdo e aumento numérico deste perfil apos

a injecao do patégeno, respectivamente.
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Figura 6. Concentragdo de proteinas totais do soro de pacus (média + desvio padrao)

alimentados com levamisol por sete dias.

significativa pelo teste de Tukey (p<0,05).

Letras diferentes indicam diferenga
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Figura 7. Concentracdo de albumina do soro de pacus (média + desvio padrao)
alimentados com levamisol por sete dias. Letras diferentes indicam diferenga

significativa pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 8. Concentracdo de globulina do soro de pacus (média + desvio padrao)

alimentados com levamisol por sete dias.
significativa pelo teste de Tukey (p<0,05).

Letras diferentes indicam diferenga
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Figura 9. Indice albumina-globulina (A:G) do soro de pacus (média + desvio padrio)
alimentados com levamisol por sete dias. Letras diferentes indicam diferenga
significativa pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.4. Parametros Hematologicos
3.4.1. Hematoécrito, numeros de eritrécitos, hemoglobina, volume corpuscular
médio, contagem total e diferencial das células de defesa

O hematécrito e o nimero de eritrécitos de peixes alimentados com 125 mg kg™
de levamisol na racdo apresentaram-se maior quando comparado com controle apds
inoculacao do agente bacteriano, entretanto ndo diferiu dos demais tratamentos (Figura
10 e 11). A inoculagéo de A. hydrophila aumentou os valores de hematécrito nos peixes
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alimentados com 125 mg kg' de levamisol na racdo diferindo dos peixes controle e
injetados com PBS. J& nos alimentados com 500 mg kg de levamisol, os valores
diferiram apenas dos injetados com PBS. Por outro lado, o nimero de eritrdcitos foi
influenciado pela inoculagdo do agente apenas para o grupo que recebeu 125 mg kg
de levamisol na racao diferindo dos peixes controle e injetados com PBS. J& os valores
de hemoglobina e VCM nao foram influenciados pelo imunoestimulante ou pela
inoculagdo bacteriana, e nao apresentaram diferencas significativas entre os
tratamentos (Figurai2 e 13).

Os valores da contagem total de leucécitos e trombdcitos sofreram influéncia da
administracdo do levamisol e da imunizagdo. Peixes alimentados com 250 mg kg™ do
imunoestimulante e imunizados apresentaram valores aumentados de trombécitos
(Figura 15) e leucdcitos totais (Figura 16). A imunizacao e administracao do levamisol
nao influenciaram os valores de eritroblastos (Figura 14), linfocitos (Figura 17),
neutrofilos (Figura 18), mondcitos (Figura 19), eosindfilos (Figura 20) e célula

granulocitica especial (Figura 21).
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Figura 10. Hematdcrito do sangue de pacus (média + desvio padrao) alimentados com

levamisol por sete dias. Letras maiusculas diferentes indicam diferenga significativa

entre concentracdes de levamisol e mindsculas entre amostragens pelo teste de Tukey

(p<0,05).
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Figura 11. Numero de eritrocitos do sangue de pacus (média + desvio padrido)
alimentados com levamisol por sete dias. Letras mailsculas diferentes indicam
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alimentados com levamisol por sete dias. Letras diferentes indicam diferenga

significativa pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 13. Volume corpuscular dos eritrécitos (VCM) de pacus (média + desvio padrao)
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alimentados com levamisol por sete dias.

significativa pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 14. Eritroblastos de pacus (média + desvio padrao) alimentados com levamisol

por sete dias. Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey
(p<0,05).
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Figura 15. Trombdcitos de pacus (média + desvio padrao) alimentados com levamisol

por sete dias. Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre

concentracdes de levamisol e minusculas entre amostragens pelo teste de Tukey

(p<0,05).
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Figura 16. Leucécitos de pacus (média + desvio padrao) alimentados com levamisol por

sete dias. Letras mailsculas

diferentes

indicam diferenga significativa entre

concentracdes de levamisol e minusculas entre amostragens pelo teste de Tukey

(p<0,05).
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Figura 17. Linfécitos de pacus (média + desvio padrao) alimentados com levamisol por
sete dias. Letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre
concentracdes de levamisol e minusculas entre amostragens pelo teste de Tukey

(p<0,05).
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Figura 18. Neutréfilos de pacus (média + desvio padrao) alimentados com levamisol por
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Figura 19. Monécitos de pacus (média + desvio padrao) alimentados com levamisol por
sete dias. Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 20. Eosindfilos de pacus (média + desvio padrdo) alimentados com levamisol por

sete dias. Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05).



109

6000 -
I Antes A. hydrophila
Aa [/ PBS
5000 - /f [ Apds A. hydrophila
4000 -
"
2
0 3000 - Aa
(D L
O Aab
Ab
2000 - Aa
Aab
1000 - A6 | | ap Ab
I Ab Ab
0 - T T T
Cont. 125 250 500

Levamisol (mg kg'1)
Figura 21. Célula granulocitica especial de pacus (média = desvio padrdo) alimentados
com levamisol por sete dias. Letras maiusculas diferentes indicam diferenga significativa
entre concentracdes de levamisol e mindsculas entre amostragens pelo teste de Tukey
(p<0,05).

4. Discussao

No presente estudo a imunizacdo e administracdo de 125 e 250 mg kg de
levamisol na ragéao por sete dias promoveram aumento no titulo de anticorpos contra A.
hydrophila. Estudos com outras espécies de peixes também demonstraram a eficacia
da imunizacdo realizada em conjunto com a administracdo de levamisol. Jeney e
Anderson (1993) observaram, em truta arco iris, aumento dos parametros inatos e
adquiridos e maior protecao contra A. salmonicida. Adicionalmente, Cuesta et al. (2004)

encontraram em Sparus aurata concentracoes elevadas de IgM ap6s duas semanas de
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administracdo de levamisol e o efeito persistiu por mais de seis semanas. Segundo
Hung et al. (1997) relataram que, em enguia japonesa, as concentracoes de
imunoglobulinas apresentaram picos apds trés a quatro semanas de imunizacao.

O aumento das imunoglobulinas ap6s imunizagdo e administragdo de levamisol
decorre da agdo do imunoestimulante sobre a proliferacdo de células de defesa,
principalmente linfocitos T (Renoux, 1980), uma vez que este tipo celular é fundamental
na producdo de anticorpos pelo sistema imune mediado por células. Os anticorpos
produzidos podem estar presentes no soro e fluidos corpéreos (Ellis, 2001), muco, ovos
(Solem, 2006) e no trato gastrintestinal (Peleteiro e Richards, 1985; Davidson et al.,
1993; Rombout e Joosten, 1998) e irdo atuar evitando a adesdo de bactérias na
superficie celular (antiadesinas) (Ellis, 2001), neutralizando toxinas produzidas por
diversas bactérias (antitoxinas) (Gudmundsdottir e Magnadottir, 1997) e impedindo que
bactérias penetrem em células nao fagociticas, que possuem menos componentes de
defesa (antinvasinas) (Magarinos et al., 1996b).

Por outro lado, efeito do levamisol em pacus imunizados com hemacias de
coelho, ndo promoveu aumento do titulo de anticorpos hemaglutinantes. O resultado
contraditério das respostas de producdo de anticorpos frente ao estimulo pode ser
devido ao tamanho ou idade dos peixes avaliados (Kobayashi et al., 1982; Klesius,
1990; Magnadottir et al., 1999a; Picchietti et al., 2001), condicdes ambientais (Olesen e
Vestergard-Jorgensen, 1986; Klesius, 1990; Magnadottir et al., 1999b), ou estado de
saude (Magnadottir e Guomundsdottir, 1992; Magnadottir et al., 1995; Nielsen, 1999).

A atividade bactericida do soro de peixes ocorre devido a presenca de proteinas
litcas com capacidade de destruir bactérias (Alexander e Ingram, 1992),
consequentemente melhoram a taxa de sobrevivéncia (Misra et al., 2006). Os peixes
alimentados com 500 mg kg de levamisol na racdo apresentaram a maior atividade
bactericida do soro antes e ap6s a inoculagdo bacteriana, quando comparado com 0s
demais grupos, indicando uma possivel acdo imunomoduladora do levamisol em pacus.
A administracao de levamisol em diversas espécies de peixes trouxe efeitos benéficos
para o sistema imune, com aumento das concentracoes de proteinas séricas

responsaveis pela defesa inata contra invasores, aumentando principalmente quando
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administrado conjuntamente com imunizacao, a exemplo do registrado para truta arco
iris por Jeney e Anderson (1993).

A administracdo do levamisol ou a imunizacao nao influenciaram a concentracéao
e a atividade da lisozima que nao diferiram do controle. Resultados semelhantes foram
descritos por Kumari e Sahoo (2006) para Clarias batrachus alimentados com 50, 150 e
450 mg kg~' de levamisol por 10 dias. A lisozima esta presente no muco, ovos, sangue
e tecidos onde existem leucécitos, principalmente mondcitos e neutréfilos (Murray e
Fletcher, 1976), e atua sobre a parede de bactérias gram-positivas e negativas
causando sua destruicdo (Magnadotir, 2006).

A atividade respiratoria de leucdcitos reflete a capacidade de producao de
espécies reativas de oxigénio que irdo atuar sobre membranas e destruir agentes
invasores (Sharp e Secombes 1996; Ispir e Dorucu 2005; Bashera-John et al., 2002).
No presente trabalho, o levamisol e a inoculagdo de A. hydrophila nao influenciaram a
producédo destes compostos, embora a administracdo de levamisol tenha sido benéfica
para Cyprinus carpio € Clarias batrachus promovendo aumento da atividade respiratoria
de leucocitos (Rairakhwada et al., 2007; Kumari e Sahoo, 2006).

O levamisol e a inoculacdo com agente bacteriano nado afetaram as
concentragdes de proteinas séricas analisadas. Este imunoestimulante e a imunizagcéo
podem influenciar a producédo de proteinas séricas liticas e a producédo de anticorpos,
respectivamente, o que pode aumentar as concentracoes de proteinas totais dosadas
(Cuesta et al., 2002). Singh et al. (2010) observaram aumento nas concentracoes de
proteinas totais, globulinas e indice A:G em Cyprinus carpio. Do mesmo modo, a
administragdo por 57 e 70 dias do imunoestimulante promoveu efeitos favoraveis nos
valores de proteinas totais e globulina em Cyprinus carpio (Magsood et al., 2009). Em
relacdo a albumina, a mais abundante das proteinas séricas, neste trabalho ndo houve
alteracées em sua concentracdo. O mesmo resultado foi observado por Rairakhwada et
al. (2007) em Cyprinus carpio. Por outro lado, Misra et al., (2009) observaram em Labeo
rohita alimentadas por 56 dias com levamisol aumento das concentragdes de albumina,
bem como Magsood et al. (2009) em Cyprinus carpio alimentados por 70 dias com o

imunoestimulante. O tempo de administracdo do imunoestimulante pode ser um fator a
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ser considerado, uma vez que diversos estudos com protocolos mais longos
apresentaram efeitos benéficos mais evidentes. A albumina e as por¢des alfa, beta e
gama globulinas compdéem as proteinas totais séricas que sao responsaveis por
manutencdo da homeostase dos fluidos corpéreos (Schell e Blumberg, 1977). O
descobrimento das diferentes classes de proteinas no soro se deu no experimento
classico de Tiselius e Kabat (1939) no qual o soro sanguineo foi submetido a
eletroforese e este se apresentou dividido em quatro picos, que correspondem a
albumina, em maior concentracéo, e as demais globulinas. Dentre as globulinas, estdo
as imunoglobulinas ou anticorpos, produzidos contra antigeno especifico (Goldsby et
al., 2002; Magsood et al., 2009). A dosagem das proteinas totais e da albumina sérica e
consequente calculo das concentracbes de globulinas e o indice A:G avaliam
importantes variaveis para o sistema imune de peixes.

A avaliacdo de células sanguineas € um parametro importante para
determinacao do estado fisiolégico e imunoldgico de peixes (Stoskopf, 1993). O sangue
de peixes & composto por eritrocitos e células de defesa, entre as Ultimas estdo os
trombécitos e leucécitos que atuam na defesa do organismo contra microrganismos
invasores (Secombes, 1996). As células sanguineas séao produzidas pelo tecido linféide,
tais como rim, timo, baco e tecidos linféides associados a mucosa (Barreda e Belosevic,
2001). Contudo, ha escassos estudos avaliando estes parametros nas diversas
espécies (Cuesta et al., 2002, 2004; Li et al., 2006a; Sado et al., 2010).

O hematdcrito, numeros de eritrécitos, hemoglobina e volume corpuscular médio
foram avaliados nos peixes alimentados com levamisol por sete dias, inoculados com A.
hydrophila e PBS. A inoculacdo bacteriana e a administracdo de 125 mg kg~ de
levamisol promoveram aumento do hematdcrito e niumero de eritrocitos nos pacus
tratados. O levamisol atua sobre o hematécrito promovendo proliferagao principalmente
de linfocitos T (Renoux, 1980). Ja a presenca de bactérias promove aumento de células
imuno competentes, o0 que pode levar ao aumento do hematdcrito e,
consequentemente, a atividade respiratoria e proteinas liticas produzidas por estas
células (Soltani e Kalbassi, 2001).
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Os parametros hematoldgicos avaliados refletem o estado fisiolégico dos peixes,
gue podem variar com idade, sexo, época do ano e condicao de saude (Ranzani-Paiva,
2004; Post, 1987). Avaliam também a capacidade do organismo de fornecer energia
frente aos manejos impostos pelo sistema intensivo de producédo (Carneiro, 2001;
Urbinati e Carneiro, 2004). Os valores de hemoglobina e VCM nao se alteraram
significativamente, permanecendo constante mesmo apds a inoculacdo do agente
infeccioso, indicando uma resposta positiva sob influéncia do imunoestimulante.

A imunizagdo associada a administracdo do levamisol melhorou a contagem de
trombdcitos e leucdcitos totais, que sao células que atuam na defesa do organismo.
Estudos indicam que o aumento das células imuno competentes pode promover
aumento da fagocitose de agentes invasores e consequente producdo de anticorpos
(Tempero et al., 1995). O mesmo resultado foi encontrado por Singh et al. (2010) em
Cyprinus carpio alimentadas com 250 mg kg' e desafiadas com A. hydrophila.
Resultado semelhante foi demonstrado por Khoshbavar-Rostami et al. (2007), que
observaram aumento de células imuno competentes apds inoculacdo de A. hydrophila
em Huso huso. Contudo, a imunizagdo e administragdo do levamisol ndo influenciaram
os valores de eritroblastos, linfocitos, neutréfilos, mondcitos, eosindéfilos e célula
granulocitica especial. Os valores apresentados pelos peixes nos diversos tratamentos
indicam uma resposta contraditéria do organismo frente ao imunoestimulante e a
imunizacao. Também Sado et al. (2010) observaram variacbes conflitantes nas
contagens das células de defesa de pacus apds administracao de levamisol por 15 dias,
tais como diminui¢cdes nos valores de leucécitos totais, linfocitos, neutréfilos, monécitos,
eosindfilos e célula granulocitica, além de observarem toxicidade do tecido linfide apds
administragdes prolongadas. A eficiéncia da imunomodulagdo pode estar relacionada
com periodo, doses e via de administracao, além da idade, estado imune e variagcdes
interespecificas dos peixes (Mulero, 1998).

O numero de leucdcitos circulantes € importante para avaliar a producao de
lisozima e EROs, principalmente devido aos neutréfilos e mondécitos. Estas células nao
se apresentaram diferentes do controle e assim, os resultados de producéo de enzimas

liticas ndo apresentaram diferencas significativas.
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A imunizacdo de pacus e administracdo de levamisol por sete dias promoveu
beneficios em parametros imunes e hematol6gicos, promovendo aumento significativo
dos titulos de anticorpos. A modulacao do sistema imune através do uso de imunizacao
e imunoestimulante é uma alternativa ao uso de antibiéticos, assim mais estudos
enfocando outros protocolos devem ser executados na tentativa de explorar os efeitos
do levamisol na imunidade inata desta especie de grande interesse economico.

5. Conclusoes

A administragdo de levamisol por sete dias (125 e 250 mg kg') e a imunizacéo
de pacus promoveram aumento no titulo de anticorpos contra A. hydrophila, além de
melhorar alguns parédmetros inatos de defesa. Entretanto outros protocolos devem ser
estudados para avaliar o efeito do levamisol sobre o sistema imune inato e adquirido de

pacus.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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