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Figura 1 — SDS-PAGE do extrato purificado da gema. (P) Padrao Bio-Rad
Precision Plus, (1) Amostra de IgY na concentragdo de 40 ug e (2) 80
pg/ml. Duas bandas protéicas foram expressas (setas): uma com
peso molecular de 28 kDa, referente a cadeia leve e uma segunda
com peso de 84 kDa (cadeia pesada) compativeis com a estrutura
gaTe]L=TeIN] =T e F= TN (o N GO PP

Figura 2 — Imagem ilustrativa dos dois método de imuno-histoquimica (IHC)
para a deteccdo do microrganismo (l) e (ll) aplicadopara a detecgao
do microrganismo e de anticorpos IgY apsonizados ao microrganismo
nos orgdo e tecidos de Rachycentron canadum. Phdp nao
opsonizada, referente ao grupo controle que nao recebeu o inoculo
com IMUNOGIOBUINA Y ...

Figura 3 — Dinamica e avaliagdo da producdo dos anticorpos IgY especificos no
soro e na gema de galinhas poedeiras imunizadas com proteinas
citoplasmaticas e de membrana de Phdp. (A e B). Producéao sistémica
de anticorpos no soro e taxa de transferéncia para a gema (n= 7) em
diferentes intervalos de tempo (0-90 dias) apds imunizagdo com
quatro doses do antigeno nos intervalos de 0, 15, 45 e 75 dias. (C)
Potencial de avidez dos anticorpos especificos, produzidos no pool de
soro (n= 7) nos intervalos entre 15, 30, 60 e 90 dias apds as
imunizagdes. Cada ponto representa a média de sete analises (*)
diferenga estatistica (p<0,05) entre os tempos de observacgéo ..................

Figura 4 — Western blot para a determinagao da especificidade da IgY para as
proteinas celulares microbianas de PhPD. (A) Gel de SDS-PAGE
(SDS 9%) amostras das fragbes proteicas, aplicada no volume de
30ul por pogo na concentracéo de 7,7 pg. A distribuicdo numeérica das
amostras € similar, nas duas figuras (A e B). (P) Padrdo de proteina
Bio-Rad Precision Plus. (1) Fracao total (citoplasma e membrana); (2)
Fracao citoplasmatica e (3) Fragdo de membrana. (B) Western Blot,
membrana de nitrocelulose (0.45 pum), bandas proteicas do SDS-

PAGE da transferidas e incubadas com extrato purificado de IgYanti-
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Phdpdo pool de ovos 90 dias apds a quarta imunizagdo, na
concentracdo de 1mg/ml diluido na proporg¢ao de 1:500............ccceevvrennnnn.
Figura 5 — Imunomarcagdo de anticorpos IgY opsonizados nas células
bacterianas de Phdp no baco (A — B) e rim caudal (C — D). No grafico
em coluna a concentracéao da IgY anti-Phdp no soro de Rachycentron
canadum no tempo de 48 horas apos a injegao intra-celomatica de
imunoglobulina, grupo IgY (48 horas) e 15 dias apdés o indculo
bacteriano no grupo IgY (15dias). Médias (n= 7) que apresentam
letras maiusculas diferentes se diferem significamente entre as
médias da coluna pelo teste de Tukey (p>0,05). Hematoxilina de
Harris. Barra: 10 M .o e
Figura 6 — Principais alteragbes morfolégicas nas células sanguineas de
Rachycentron  canadum infectados experimentalmente com
Photobacterium damselae subsp. piscicida. (a) Grupo controle positivo
(desafiado) 24 horas, bacteremia, seta aponta para bastonetes, ao
redor de uma hemacia (*). (b) Controle positivo (desafiado) 48 horas,
monaocito em apoptose e alguns bastonetes, (c) macréfago atéxico
(ponta da seta) e leucdcitos polimorfos nucleares (setas pontilhadas).
(d) IgY (48horas) no tempo de 48 horas apos infecgdo, mondcitos
ativados (ponta da seta) e um mondécito com a morfologia celular
normal (seta pontilhadas). Pandtico (Barras: 10 pm) ......oooevvviiiiiniiiiiinennnns
Figura 7 — Concentracdo de EROS de leucdcitos sanguineos de Rachycentrum
canadum, inoculados com salina grupo Controle (-), desafiados com
Phdp sem anticorpo terapia Controle (+), inoculados 15 dias antes do
desafio com IgY especificas anti-Phdp (IgY 15 Dias) e inoculados 48
horas antes do desafio bacteriano, (IgY 48 horas). Médias (n= 8) que
apresentam letras maiusculas diferentes se diferem significamente
entre as médias da coluna pelo teste de Tukey (p>0,05)........cccovvvveeenen.n.
Figura 8 — Principais alteragdes celulares no exsudato inflamatério celomatico
de Rachycentron canadum infectados experimentalmente por
Photobacterium damselae subsp. piscicida. (A) hemacias, exsudado
hemorragico em todas as imagens do grupo Controle positivo no
tempo de 6 horas (*) e trombdcitos (setas pontilhadas); (B)

macrofagos normais (ponta da seta); (C) leucécitos segmentados



(setas) e (D) macréfagos atoxicos com inumeros vacuolos no
citoplasma (seta pontilhada). Pandtico rapido. Barra: 10 ym.....................
Figura 9 — Porcentagem (n= 10) de disseminagao bacteriana nos érgaos de
Rachycentron canadum infectados experimentalmente nos tempos de
6, 24 e 48 horas, desafiados com Phdp sem anticorpo terapia.
Controle (+), inoculados 15 dias antes do desafio com IgY especificas
anti-Phdp (IgY 15 Dias) e inoculados 48 horas antes do desafio
bacteriano, (lgY 48 horas). Letras maiusculas comparadas
respectivamente com a similar minuscula diferem estatisticamente
entre os tratamentos. R=Rim, B=Bago e F=Figado..............cc......ccceeeeeiie
Figura 10 — Alteracdes histopatolégicas em 6rgaos de Rachycentron canadum
48 horas apos a infeccao experimental com Photobacterium damselae
subespécie piscicida. Orgaos do grupo C+. (A) Tecido cardiaco (seta
pontilhada) dissociacdo de fibras musculares devido a edema e
necrose focal (seta) infiltrado inflamatério no intersticio do tecido
cardiaco. (B) Tecido renal, (setas) necrose tubular. (C) Figado (*)
areas de esteatose associada a necrose focal. H&E. Barra: 10 ym...........
Figura 11 — Imunomarcacéo positiva para Photobacterium damselae subsp.
Piscicida em orgaos de Rachycentron canadum 48 horas apos a
infeccdo experimental. (A) coragcao (B) rim, (C) figado e (D) baco.
Hematoxilina de Harris. ...
Figura 12 — Mecanismo de agao proposto da IgY anti-Phdp no bloqueio dos
fatores de viruléncia do Phdp (ETO; FERNANDES, 2015). (A)
Neutralizacao das fosfolipases (PLA2) representada na figura e de
outras proteases e metaloproteases nao representada na figura,
resultando na redugéo do quadro hemolitico. (B) Efeito da opsonizagao
no aumento do potencial fagocitico e na reducao indireta da produgcao
de espécies reativas do oxigénio (EROs). A ativagdao dos receptores
(FcR) e complemento 3 (CR3) através de suas moléculas ligantes,
induz a producédo de EROs, em sinergismo com o processo fagocitico,
porém a capsula de polissacarideo (CP) bloqueia a agdo das EROs,
gerando um saldo negativo, de maneira que a produgdo aumentada
destes reativos, ndo aumenta a eliminagdo do patégeno. Em contra

partida, a Fc da IgY devido a distancia filogenética entre as espécies



nao ativa os receptores (FCR) e complemento 3 (CR3) das células
fagociticas dos teledsteos, reduzindo a produgdo dos EROs por esta
via. O receptor que reconhece a IgY e suas fragcbes nao foram
elucidados, portanto a opsonizacao e posterior fagocitose do patégeno
neutralizou o efeito protetor da CP, aumentando o potencial fagocitico,
reduzindo a demanda e produc¢do de EROs pelos fagdcitos. (C) Efeito
indireto das IgY na reducgao das citocinas pro-inflamatoérias através da
opsonizagao dos lipopolissacarideos (LPS) inibindo a ativagdo dos
receptores Toll like-4 (TRL-4) e CD14 na transcrigdo de genes de
citocinas. A inibicdo do TRL-4, afeta sua interagdo com a proteina de
diferenciagcao mieléide (MyD88) e, consequentemente a cascata de
receptores de quinase associada (IRANK), fator de necrose tumoral 6
associado ao receptor (TRAF6) e fator nuclear kappa B (NFkB)
bloqueando assim a transcrigdo dos genes de citocinas. (D) Bloqueio
da exotoxina de 56 kDa indutora de apoptose (AIP56). A agdo da
exotoxina € iniciada através da endocitose por receptores clatrina,
como sugerido por (PEREIRA et al., 2014), ap6s a AIP56 ¢ liberada no
citoplasma, em seguida catalisa o NFkB que ativa a transcricdo da
cascata de apoptose celular nos fagocitos. O bloqueio extracelular da
exotoxina pelas IgY especificas impediu a catalisacdo do NFkB e

consequente a apoptose celular. ...........cooouviiiiiiiiiii i, 48
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PRODUCAO DE ANTICORPOS IGY ANTI-Photobacterium damselae subsp.
piscicida USO TERAPEUTICO E PROFILATICO EM Rachycentron

canadum

RESUMO - Photobacterium damselae subsp. piscicida (Phdp) € importante
agente causal de septicemia e pseudotuberculose, respectivamente nas fases
aguda e crénica em peixes marinhos. O método de imunizagao e tratamento
das infecgcbes bacterianas em peixes € limitado a imunizagdo ativa, com
demanda bioenergética celular para gerar a resposta imune humoral. O uso de
antibioticos na agua, como forma terapéutica, resulta em residuos na carne do
peixe e no consumidor final humano, favorecendo o desenvolvimento da
resisténcia microbiana. Este estudo teve como objetivos a produgdo e
purificacdo de anticorpos IgY policlonais, extraidos da gema do ovo de galinha
e especificos para as proteinas citoplasmaticas e de membrana bacteriana de
Phdp e seus efeitos no controle da sepse aguda em Rachycentron canadum
infectados experimentalmente. Os resultados demonstram redu¢ao do acumulo
de células na inflamagcdo aguda induzida, pela inoculacdo da bactéria
homdloga na cavidade celomatica e na atividade respiratoria de leucocitos
sanguineos nos grupos que receberam anticorpos IgY 48 horas e 15 dias antes
do desafio. Verificou-se ainda reducédo da disseminagao bacteriana em figado,
rim, bago e coragado que foi correlacionada com a diminui¢cado das lesdes renais
e hepaticas e demonstrada no perfil bioquimico e histopatolégico. Os
resultados sdo promissores no que tange ao uso da imunoglobulina Y como
método profilatico e na imunoterapia de infecgdes bacterianas em organismos
aquaticos.

Palavras-chave: cobia, Imunoglobulina Y, imunoterapia, sepsis, vacina
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PRODUCTION OF ANTI-Photobacterium damselae ssp. piscicida IGY
ANTIBODY AND ITS THERAPEUTIC AND PROPHYLACTIC USE IN

Rachycentron canadum

ABSTRACT - The Photobacterium damselae ssp. piscicida is an important
causative agent of septicemia and pseudotuberculosis in the acute and chronic
phases in marine fish, respectively. The method for immunization and treatment
of bacterial infections in fish is limited to the active immunization, which
demands cellular bioenergy to generate humoral immune response. The use of
antibiotics in the water as a form of therapy results in residues in the meat that
will be consumed by humans, favoring the development of microbial resistance.
Thus, the aim of the study was to produce and purify polyclonal IgY, specific for
membrane proteins of P. damselae ssp. piscicida (PMBphdp), extracted from
the yolk of laying hens, and to observe its effects on the control of acute sepsis
in experimentally infected Rachycentron canadus. The results showed reduction
of cell accumulation in acute inflammation induced by inoculation of the
homologous bacteria in the coelomic cavity and decrease in the respiratory
activity of blood leukocytes in groups receiving IgY antibodies at 48 hours and
15 days before the challenge. It was also observed the reduction of bacterial
dissemination to the liver, kidney and heart which was correlated with the
decrease in liver and kidney damage, which was demonstrated by the
biochemical and histopathological profile. The results are promising regarding
the use of immunoglobulin Y as prophylactic method and for immunotherapy of
microbial infections in aquatic organisms.

Keywords: cobia, Immunoglobulin Y, immunotherapy, sepsis, vaccine



1. INTRODUCAO

Photobacterium damselae subsp. piscicida, € o agente causador de
septicemia aguda, pseudotuberculose ou pasteurelose em peixes marinhos,
responsavel por perdas econbmicas significantes na aquicultura industrial
(TSAl et al., 2014).

Existem atualmente duas alternativas para o tratamento de infecgbes
microbianas em peixes de agua doce e marinha. O profilatico com o uso de
vacinas ativas, bacterinas ou composta de proteinas de membrana ou
citoplasmatica de células bacterianas. Entretanto o manejo vacinal além de
gerar custos de produgao com alvenaria, equipamento e mao de obra, gera
estresse nos peixes, respondendo com o aumento da cortisolemia que resulta
na depressao da resposta imune e confere baixa resposta vacinal (ETO et al.,
2015a).

O segundo método € o terapéutico com o uso de antibidtico na agua ou
na ragao que representam riscos na geracdo de resisténcia microbiana
afetando organismos aquaticos, mamiferos, aves e humanos, além de
prejuizos ao ambiente. A oxitetraciclina € um dos antibiéticos usados para o
tratamento de bacterioses em peixes marinhos e dulciaquicolas, entretanto dois
genes de resisténcia foram encontrados tet(M) e tet(S) em 151 isolados
bacterianos intestinais de peixes marinhos criados no Japao e na Coréia. Entre
os isolados foram encontrados Vibrio sp., Lactococcus garvieae,
Photobacterium damselae subsp. piscicida e outras bactérias Gram-negativas
nao identificadas (KIM et al., 2004). O uso de anticorpos IgY extraidos da gema
do ovo de galinhas poedeiras representa alternativa no tratamento de
bacterioses em organismos aquaticos. A inoculagdo via oral e celomatica em
truta arco-iris com anticorpos IgY especificos para antigenos bacterianos de
Vibrio anguillarum protegeu os peixes com taxa de sobrevivéncia de 70% no
grupo tratado (ARASTECH et al., 2004).

A produgao de IgY tem baixo custo, pode ser produzida em grandes
quantidades e nao é necessario sacrificar a ave para obté-la. Um ovo gera em
média 100 mg de IgY na gema e como galinhas poedeiras produzem mais de
20 ovos por més, a producao de IgY em 30 dias pode chegar a valores maiores
do que dois gramas por animal (CHACANA e TERZOLO, 2007). A



transferéncia passiva de IgY como profilatico contra doengas infecciosas
neutraliza a aderéncia de agentes microbianos aos tecidos alvos, como
observado em estudos sobre a profilaxia da diarréia de leitdes por Escherichia
coli, de ulcera gastrica por Helicobacter pylori, de micoses causadas por
Candida albicans, da cinomose de cdes e contra toxinas de venenos de
animais peg¢onhentos (CHACANA et al., 2004). No Japdo o tratamento com
anticorpos da classe IgY especificos para antigenos de Edwarsiella
administrados diretamente na agua, conferiu relevante protecdo em enguias
japonesas (HATTA et al.,, 1994). Em trutas arco-iris a administragao de 1gY,
anti-Yersinia ruckeri na ragao resultou na protecdo contra a infeccéo (LEE et
al., 2002).

A resisténcia microbiana gerada pelo efeito residual de antibidticos na
agua apresenta efeito negativo global a saude publica e a fatores sustentaveis
do planeta. Desta forma o uso de anticorpos IgY representa alternativa no
tratamento de enfermidades bacterianas de organismos aquaticos, gracas a
sua especificidade e auséncia de efeito residual na agua, no predador ou no
consumidor humano. Portanto o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
producdo de anticorpos IgY especificos para proteinas de células bacterianas
de Photobacterium damselae subsp. piscicidae e a determinagdo de seus
efeitos profilaticos e terapéuticos na infecgdo experimental de Rachycentron

canadum por bactérias homdlogas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Perspectivas econémicas da piscicultura marinha no Brasil

Com a crise econdmica mundial e o esgotamento das fontes potaveis
de agua doce no planeta a criacdo de peixes marinhos resulta em uma
alternativa sustentavel e economicamente promissora, ja que o planeta
apresenta uma porcentagem aproximada de 97,5% de agua salgada e apenas
2,5% de agua potavel (UNESCO, 2015). Além de colaborar com as questdes
sustentaveis evitando uso das fontes potaveis de agua, a produgdo marinha
fornece importante fonte de proteina animal para a nutricado de seres humanos

e animais domeésticos ou de producido. Adicione-se a estes fatores que a



piscicultura marinha mundial resulta no maior crescimento dentre os demais
setores da produ¢do mundial (FAO, 2014).

A produgdao mundial de pescado em 2012 foi de 158 milhdes de
toneladas, dos quais 136,2 milhdes de toneladas foram utilizadas no consumo
humano (FAO, 2014). Da produg¢do mundial de aquicultura no ano de 2012,
(66,6 milhdes de toneladas), 41,9 milhdes de toneladas (62,9%) do total foi
proveniente da aquicultura de agua doce e 24,7 milhdes de toneladas (37,1%),
da aquicultura marinha (FAO, 2014).

O Brasil apresenta um crescimento exponencial no setor pesqueiro,
com a geragdo de um PIB de R$ 5 bilhdes, fomentando a economia nacional,
mobilizando 800 mil profissionais entre pescadores, aquicultores e tecndlogos
de diferentes areas, proporcionando 3,5 milhdes de empregos diretos e
indiretos (BRASIL, 2014). O pais possui caracteristicas favoraveis para a
implantagéo da piscicultura marinha pela extensa costa litoranea com cerca de
8.400 km, inteiramente diversificada em relagdo ao clima, que possibilita a
adaptabilidade e a criacdo de inumeras espécies de organismos aquaticos
(ROMBENSO et al., 2009).

Varias espécies de peixes marinhos possuem potencial para a
piscicultura dentre elas, a tainha (Mugil sp.), robalo (Centropomus sp.) a
garoupa (Epinephelus marginatus), o pargo-rosa (Pagrus pagrus), 0 peixe-rei
(Odonthestes argentinensis), a carapeba (Eugerres brasilianus), o mero
(Epinephelus itajara), o badejo (Myctero percabonaci) e o bijupira
(Rachycentron canadum) (BALDISSEROTTO; GOMES, 2010).

O interesse pelo bijupira ou cobia ocorreu devido ao desempenho
zootécnico favoravel caracterizado pelo rapido crescimento, que atinge cerca
de 4 a 8 quilos em um ano, e conversido alimentar relativamente baixa, facil
adaptacdo ao ambiente de cativeiro e disponibilidade de tecnologia para a
criagao de alevinos (CAVALLI; HAMILTON, 2009).

2.2. Producdo de Rachycentron canadum e o0s principais fatores
sanitarios na criacao

O Rachycentron canadum (Linnaeus, 1766) €& a unica espécie
representante da familia Rachycentridae e pertence a ordem dos Perciformes.

Em inglés & conhecido como cobia, no Brasil recebe os nomes de bijupira,



beijupira, pirambiju e cacdo de escama, dependendo da regido (BENETTI et
al., 2010).

O bijupira é teledsteo pelagico costeiro que migra sozinho ou
raramente em pequenos cardumes. De habito carnivoro pode se alimentar de
peixes, caranguejos, camarodes e lulas. A sua distribuigdo é ampla, encontrada
em mares de agua temperada, subtropical e tropical, com excec¢do do leste do
oceano Pacifico e a costa européia. No Brasil, é espécie nativa encontrada em
todo o litoral, porém, mais frequente em aguas tropicais (BENETTI et al., 2010).

O habito de ndo formar cardumes faz com que poucos bijupiras sejam
capturados pelos pescadores que sendo comercializados apenas para
restaurantes litoraneos. Por isso os bijupiras sdo desconhecidos pela
populagado das cidades do interior, e mesmo, em algumas localidades do litoral,
o que limita a demanda pelo peixe (CAVALLI; HAMILTON, 2009).

A criagéo de bijupira comegou em pequena escala em Taiwan durante
a década de 1970, onde se iniciou o desenvolvimento de tecnologia para a
produgao e reproducao. A partir de 1991, quando se conseguiu a reprodugao
de juvenis em larga escala, Taiwan tornou-se produtor de bijupira em escala
comercial (LIAO et al., 2004). Desde entédo a pesquisa e o desenvolvimento da
producao de bijupiras difundiram-se para varios paises, inicialmente, continente
asiatico e depois para a América Central, Caribe, Estados Unidos da América e
América do Sul, especialmente, Brasil (SCHWARZ et al., 2007).

Em 2012 a produgdo mundial de bijupira incluindo China, Taiwan,
Colbmbia, Panama e Vietnam atingiu 41.774 toneladas e faturamento de
aproximadamente US$ 67milhdes. Nao ha dados estatisticos de produgdo do
bijupira no Brasil, mas, em se tratando de pesca extrativa, foram capturadas
em 2011, 930 toneladas (FAO, 2012; MPA, 2014). Entretanto a expansao e a
intensificagdo desta atividade como todas as outras gera problemas sanitarios
e epidemioldgicos importantes, ocasionando aumento relativo dos niveis de
estresse, com depressdao dos mecanismos de defesa e aumento da
suscetibilidade a doencgas infecciosas e parasitarias (MORAES; MARTINS,
2004; MORAES; MORAES, 2009).

As principais doengas que afetam o bijupira em confinamento sdo de
etiologia bacteriana como a pasteurelose, vibriose e a estreptococose. Dentre
elas, a pasteurelose causada pelo Photobacterium damselae subsp. piscicida &



considerada como ameaga para a maricultura mundial e causa de mortalidade
massiva em bijupiras jovens criados em tanques-rede (LIU; LIN; LEE, 2003).

Apesar das perdas econOmicas decorrentes de surtos de doencgas e
outros problemas ambientais ocorridos em Taiwan, o bijupira mantém o
interesse dos piscicultores e a sua producdo aumenta continuamente desde a
implantagdo na década de 1990. Isto prova a rentabilidade da criacdo de
bijupira em tanques-rede quando comparado com outros peixes marinhos
(LIAO et al., 2004).

2.3. Classificagao e fatores de viruléncia do Photobacterium damselae
subsp. piscicida

Photobacterium damselae subsp. piscicida (Phdp) pertence a familia
Vibrionaceae e causa doencga septicémica comumente conhecida como
pasteurelose ou pseudotuberculose. Esta ultima denominacdo deve-se a
caracteristica macroscopica da leséao que lembra a micobacteriose em peixes.
O termo photobacteriose também designa a doenca, porém, é evitado por
alguns autores para nao confundir com as doengas ocasionadas pelas
bactérias de outros géneros de Photobacterium (TORANZO et al., 2009)

A Phdp é classificada como Gram negativa, halofilica, imovel,
pleomodrfica e apresenta bipolaridade. O isolamento em meio de cultura ocorre
em agar triptico de soja (TSA), agar infusdo de cérebro e coragao (BHIA), agar
sangue, adicionado de 1% a 3% de cloreto de sodio (NaCl), ou em &agar
marinho 2216E e incubagao entre 22° C e 28° C em aerofilia. Dependendo da
temperatura utilizada para a incubagao o isolamento pode variar de 2 a 4 dias.
Para a identificagao presuntiva da bactéria é utilizado o kit API-20E, ndo sendo
observada reacao falso-positiva ou falso-negativa (ARIJO et al., 2005).

A taxa de letalidade verificada em juvenis de sea bream infectados pelo
Phdp alcangou 90 a 100% e induziu mortalidade rapidamente. Um surto da
doencga com elevada mortalidade também ocorreu em cobias com peso médio
de 3k, em 2000, em Taiwan (LIU; LIN; LEE, 2003).

Alguns fatores ambientais e individuais influenciam a susceptibilidade a
infecgao pelo Phdp. Os surtos podem ocorrer com maior frequéncia no verao
devido a temperaturas elevadas, baixa salinidade e qualidade da agua ruim. A

temperatura elevada favorece a multiplicacdo de bactérias que coincide com a



época em que os peixes, geralmente, apresentam tamanho susceptivel para
infeccdo. Gilthead sea bream menores que 5 g sdo altamente susceptiveis a
doenca e a infeccdo aguda induz mortalidade de 90 a 100%. Ao atingirem
tamanho maior que 50 g tornam-se resistentes, fato associado provavelmente a
maior eficiéncia de acdo de macrofagos e neutrofilos (NAGANO et al., 2009).
Esta relacdo foi observada também em bijupiras nos quais, a bactéria isolada
de peixes adultos com doenga cronica causou elevada mortalidade em peixes
jovens que desenvolveram uma forma aguda sem sinais tipicos (LIU; LIN; LEE,
2003).

A via de transmissdo do agente da pasteurelose € a agua marinha.
Estudos mostraram que, além da coluna de agua, a Phdp pode se manter
viavel também no sedimento. Uma vez que a bactéria encontra-se na agua
necessita que esteja no estagio virulento para que a infecgdo possa ocorrer
(ARIJO et al., 2005).

A patogénese da doenga depende dos fatores de viruléncia que sao
moléculas expressadas e secretadas pelos agentes patogénicos. Os fatores
possibilitam basicamente a adesao, invasao e evasao das células; evasao e
inibicdo da resposta imune e obtencdo de nutrientes do hospedeiro (CHEN et
al., 2005).

O Phdp possui a capacidade de induzir o processo apoptdético nas
células do sistema imune principalmente, macréfagos e neutrdfilos. Isto evita a
fagocitose e a morte do agente patogénico e funciona como um mecanismo de
evasao que facilita a invasdo das células do hospedeiro e disseminagcao do
agente infeccioso. Acredita-se que um ou varios produtos secretados pela
bactéria exercam atividade apoptética (SILVA et al., 2013).

A presenca da capsula de natureza polissacaridica na Phdp € outro
fator relacionado com a viruléncia da bactéria que a torna resistente a
fagocitose, como foi observado em macréfagos de gilthead seabream in vitro
(SILVA et al., 2013).

A capacidade de o Phdp aderir, invadir e sobreviver no interior de
células fagociticas e linhagens de células epiteliais ndo-fagociticas permite a
manutengao da infeccdo e torna o hospedeiro, carreador do agente, como
observado em S. aurata. Além disso, a permanéncia do Phdp no meio

intracelular, provavelmente, protege-o contra os mecanismos de defesa



especificos e inespecificos do hospedeiro, e agentes antimicrobianos
exdgenos, como os antibidticos. A manutencdo da infeccdo ocorre por
possibilitar a multiplicacdo do Phdp no meio intracelular que lisa a célula
levando a morte e liberagdo da bactéria que invade as células adjacentes
(ACOSTA et al., 2009).

O sequestro de ferro através de um sistema mediado por sideréforos
de alta afinidade pelo ferro permite capta-lo e transporta-lo para o interior da
bactéria. O ferro é essencial para a multiplicagdo da bactéria e para
desencadear a doenga. Além disso, o Phdp possui a capacidade de adquirir
ferro do grupamento heme f da hemoglobina. (SILVA et al., 2013).

Outro fator importante para a patogénese da pasteurelose € a
capacidade da Phdp sintetizar os produtos extracelulares com efeitos
citotéxicos, hemoliticos e de fosfolipase que culminam com necrose das células
(LIU; LIN; LEE, 2003; BAKOPOULOQOS et al., 2004).

O mecanismo de desenvolvimento da pasteurelose € multifatorial,
complexo e ainda nao é totalmente elucidado. Experimentalmente a doenca foi
induzida pela injecéo intramuscular e intraperitoneal, administracdo gastrica,
por imersdo em agua contendo a bactéria e por coabitagdo, na qual um peixe
doente é introduzido em tanques contendo peixes sadios. Embora todas as
vias tenham desencadeado a doenca, a porta de entrada para a infecgao
natural ainda € desconhecida (NAGANO et al., 2009). Mas, sabe-se que a
adeséo e invasao da bactéria nas células do hospedeiro sdo essenciais para a
infeccdo. Em gilthead seabream, o Phdp apresenta alta afinidade para adesao
na mucosa intestinal (ARIJO et al., 2005).

Os achados necroscopicos da pasteurelose dependem da forma clinica
de apresentagao da doenca e sao semelhantes entre as diferentes espécies de
peixes afetadas. As alteragcdes externas, quando na forma aguda, geralmente
nao estdo presentes, e quando observadas, ha leve enegrecimento do corpo
e/ou discreta hemorragia na cabeca, nadadeiras e branquias. Na forma crénica
da infecgao natural verificam-se alteragbes em 6rgaos internos, principalmente,
figado, bago e rim caracterizadas pela presenga de nodulos esbranquigados,
com cerca de 0,5 a 3,5 milimetros de diametro. A microscopia observam-se
filamentos branquiais secundarios colapsados e na parte basal colénias de

bactérias no interior dos vasos sanguineos. O rim, bago e figado apresentam



necrose multifocal e acumulacdo de bactérias nos capilares e espacgo
intersticial (livres e/ou no interior de fagodcitos). Os nodulos correspondem a
lesdes granulomatosas compostas pelas células epitelidides que circundam um
centro necrético contendo colénias de bactérias e detritos celulares (NAGANO
et al., 2009).

Apesar de a pasteurelose representar uma grande ameacga para a
piscicultura marinha, ainda ndo ha medidas preventivas eficientes contra a
doencga. A antibioticoterapia € utilizada para controlar os surtos de pasteurelose
e como consequéncia o Phdp adquiriu resisténcia a varios antibidticos em
poucos anos. Diferentes plasmidios (plasmidio R) que facilitam a transferéncia
horizontal do gene da resisténcia para kanamicina, sulfonamida, tetraciclina,
ampicilina, cloranfenicol, florfenicol e eritromicina foram identificados no Phdp.
A resisténcia do Phdp a multidrogas também foi observada e destaca o risco
preocupante a saude publica e animal (MORI; ISHIKAWA, 2012; CASTILHO et
al., 2013).

O desenvolvimento de uma vacina eficaz para prevenir a pasteurelose
e reduzir o uso de antibidticos € o foco principal das pesquisas quando se trata
de prevencao. Outro método alternativo adotado no controle da doencga € a
utilizacdo de probidticos, como a bactéria acido-lactica Pediococcus
pentosaceus isolado do intestino de cobias adultas que parece inibir a
multiplicagao de Phdp, in vitro (XING et al., 2013). A selegao de reprodutores
geneticamente resistentes a pasteurelose é outra estratégia para reduzir os
surtos e evitar as perdas drasticas decorrentes de elevada mortalidade
(BAERWALD et al., 2011).

2.4. Mecanismos da resposta imune inata e adquirida em peixes

teledsteos

O sistema imune dos peixes apresenta resposta imune inata e
adquirida compostas por células, moléculas, 6rgaos e tecidos linfoides (ETO et
al., 2014). Os peixes teledsteos apresentam no sistema imune inato trés
componentes, quais sejam, epitélio/mucoso, humoral e celular. As barreiras
epiteliais e mucosas da pele, branquias e trato alimentar s&o de alta relevancia
para os peixes que estdo constantemente imersos em ambiente que contém

agentes potencialmente patogénicos. Além da protegao fisica e mecanica o



muco contém fatores como peptideos anti-microbianos, fatores do sistema
complemento e imunoglobulinas (lg) (SANTOS et al., 2010).

Os parametros humorais sao expressos por receptores celulares ou
moléculas soluveis, como o sistema complemento. Atividade hemolitica
espontanea € atribuida a via alternativa do sistema complemento
frequentemente elevada nos soro de peixes, além da atividade da lisozima,
com importantes efeitos bactericidas. Outros parametros incluem as lecitinas,
proteina C reativa e amiloide P, importantes na fase aguda da resposta, como
moléculas de reconhecimento de proteinas (SAURABH; SAHOO 2008). Ha
ainda fatores que limitam o crescimento bacteriano como a transferrina e o
interferon que age contra infecgdes virais (FURNES; SEPPOLA; ROBERTSEN,
2009).

Quanto ao componente celular sao importantes 0s
mondcitos/macrofagos, linfocitos, neutrdfilos e trombdcitos (SUBRAMANIAN;
ROSS; MACKINNON, 2008). A resposta imune inata em peixes € importante
ferramenta de defesa contra patdogenos, sendo compensatério a resposta
imune adquirida, que se desenvolve lentamente em comparagdo com a de
vertebrados modernos e sofre influéncia da temperatura ambiente uma vez que
sdo de sangue frio, para o desenvolvimento da resposta imune adquirida
(WHYTE, 2007).

O sistema imune adquirido dos peixes é subdividido em resposta imune
humoral e celular, envolvendo os ¢érgdos e tecidos linféides (primarios e
secundarios), células apresentadoras de antigeno (APCs), linfécitos T e B,
imunoglobulinas e moléculas do sistema complemento (RANDELLI;
BUONOCORE; SCAPIGLIATI, 2008).

Os peixes apresentam 6rgaos linféides primarios como o rim cefalico,
equivalente a medula 6ssea e timo dos mamiferos e os 6érgdos e tecidos
linféides secundarios representados pelo bacgo e tecidos linféides associados a
mucosa intestinal (MALTS), localizados no ileo do trato gastrointestinal e
branquias (ETO et al., 2015b).

As caracteristicas fundamentais, da resposta imune humoral e celular,
foram descritas em peixes teledsteos, com presenca de células T e B,
imunoglobulinas, moléculas do complexo de histocompatibilidade (MHC) tipo |
e |l e citocinas (RAKUS et al., 2009).
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2.4.1. Resposta imune humoral em teledsteos

A resposta imune humoral dos peixes teledsteos diferencia-se da dos
vertebrados superiores por ndo apresentar anticorpos da classe IgG, mas sim
a imunoglobulina da classe IgM como principal anticorpo das respostas imunes
humorais primaria e secundaria (FERNANDES et al., 2015).

A resposta imune humoral é representada por reacdes mediadas pela
produgdo de imunoglobulinas, constituidas por uma molécula tetrameérica,
similar a IgM de mamiferos apds a sensibilizagdo prévia (RANDELLI;
BUONOCORE; SCAPIGLIATI, 2008). A IgM existe sob duas formas alternadas,
uma como receptor de membrana para antigenos de superficie de células B e
outra como proteina soluvel secretada como componente de fluidos corporais
(ACOSTA et al., 2009). Além de IgM existem outras trés imunoglobulinas, a IgD
(HIRONO et al., 2003), IgZ (DANILOVA et al., 2005) e IgT (HANSEN; LANDIS;
PHILLIPS, 2005), cujas fungdes na resposta imune humoral de teledsteos sé&o

pouco conhecidas.

2.4.2. Vacinas bacterianas em teledsteos

Diferentes métodos de vacinagdo sédo aplicados para a profilaxia de
doencas em peixes (MARCUSSO, et al., 2013). A eficacia da vacina esta
relacionada com a via de aplicagao (ETO et al., 2012).

A vacinagdo em piscicultura surge como alternativa ao uso de
antibidticos e outros produtos quimicos, na prevencao de infeccbes (ROMANO;
MEJIA, 2003). A habilidade dos peixes em desenvolver imunidade contra
determinado microrganismo depende da idade do peixe, da temperatura da
agua, do agente de imunizagédo e do método de vacinagao (MARCUSSO, et al.,
2013).

A maioria das vacinas bacterianas € inativada e administrada por
injecdo ou imersao. A aplicagado das vacinas pela via intraperitoneal (ip) é o
método mais confiavel e eficaz, quando comparada a via oral e imersédo. As
desvantagens desta via incluem estresse extra para os peixes, custos,
seguranca e tempo requerido para administragdo da vacina e para o

desenvolvimento de imunidade (ETO et al., 2015a).
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2.5. Mecanismos da respostaimune inata e adquirida das aves

O sistema imune das aves é funcionalmente semelhante ao dos
mamiferos, sendo constituido por varios mecanismos de defesa contra
microrganismos (FERNANDES et al., 2013). Estes mecanismos incluem
barreiras fisicas, quimicas e biologicas tais como a pele e mucosas; citocinas,
peptideos antimicrobianos e o0s componentes do sistema complemento,
células, (linfocitos, macréfagos, neutréfilos e células dendriticas) e tecidos e
orgaos linféides (OLAH; VERVEDE, 2008).

A resposta imune das aves pode ser dividida em resposta imune inata,
que representa a primeira linha de defesa do organismo ap6s o rompimento
das barreiras fisicas, quimicas e biolégicas iniciais, e a resposta imune
adaptativa (OLAH; VERVEDE, 2008). A resposta imune inata envolve a
participagdo de células fagociticas, moléculas do sistema complemento e
anticorpos naturais, entre outras moléculas, além de células n&o linféides (ETO
et al., 2012). Por outro lado, a resposta imune adaptativa € o resultado da
cooperagao entre linfécitos T e B, células apresentadoras de antigenos e
anticorpos especificos, e tem duas propriedades basicas: a especificidade e a
memoéria imunolégica (ANDRADE et al.,, 2009). A especificidade €& a
capacidade da molécula de anticorpo e dos receptores de membrana dos
linfocitos T se ligarem ao antigeno especifico. Enquanto a memoria
imunolégica é um fendmeno relacionado a expansdo clonal, ocorrendo a
diferenciacao de dois clones de células: efetoras e de memdria, a partir de um
linfécito B ou T especifico para um antigeno. As células de memdria sao
células que tém a mesma especificidade do linfocito B do qual s&o originadas e
sobrevivem no organismo por um longo periodo de tempo (FELLAH;
JAFFREDO; DUNON, 2008).

A reposta imune inata é composta de células fagociticas, moléculas do
sistema complemento e anticorpos naturais da classe IgM. A fagocitose ocorre
diretamente por meio de receptores de membrana dos fagdcitos, ou por
opsonizagdo dos microrganismos e por anticorpos ou moléculas do
complemento. A opsonizagao via anticorpos e molécula C1q do complemento
interligam a resposta imune inata a resposta imune adaptativa, colaborando
para a eliminagao e neutralizagdo do patégeno ou agente agressor (SCOTT,

2004). Desta forma a resposta imune adaptativa pode potencializar a resposta
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imune inata, facilitando a captura e fagocitose do microrganismo. Por outro
lado, a resposta imune inata estimula a reposta imune adaptativa por meio da
captura do antigeno por células especializadas, conhecidas com celulas
apresentadoras de antigenos (APCs), que apresentam peptideos antigénicos
aos linfécitos T, via moléculas de histocompatibilidade principal, e estimulam a
ativacdo e produgdo de anticorpos pelos linfocitos B (MITCHELL; JOHNS,
2008).

A resposta imune adaptativa pode ser subdividida em resposta imune
humoral e em resposta imune celular. A primeira tem como moléculas efetoras
os anticorpos produzidos pelos plasmadcitos. A resposta imune humoral é em
parte, dependente dos linfécitos T auxiliares (CD4+), especificamente a
populacdo de células efetoras auxiliares do tipo 2 (T helper 2, Th2). Esta
resposta € mais eficiente na eliminagdo de microrganismos extracelulares
(ERF, 2004; JANEWAY, 2000). A imunidade celular é dirigida contra patdogenos
intracelulares (virus, bactérias e parasitas intracelulares) ou contra células
alteradas do préprio organismo. Esta resposta é dependente de linfocitos T
CD4+ sub-populacéo efetora Th1, linfécitos T CD8+ (citotdxico) e células
Natural Killer (NK) (OLAH; VERVEDE, 2008).

O desenvolvimento da resposta imune celular e humoral esta
intimamente ligado aos 6rgaos e tecidos linféides. Nas aves, os leucécitos,
trombdcitos e eritrocitos sdo gerados na medula 6ssea. Local onde os
eritrécitos, os heterodfilos, basofilos e eosindfilos e mondcitos sofrem o processo
de desenvolvimento e maturagdo e migram para a circulagao sistémica e para

tecidos e 6rgaos linféides secundarios (ETO et al., 2012).

2.5.1. Resposta imune humoral em aves

A diferenciacdo dos linfécitos B ocorre na bursa de Fabricius. Os
linfécitos B podem reconhecer antigenos por meio de imunoglobulinas de
membrana, semelhante ao que ocorre em mamiferos. Nas aves, porém,
existem apenas trés classes de anticorpos: IgY, IgM e IgA (ALMEIDA et al.,
2008). As citocinas que estimulam a resposta imune humoral sdo IL-4, IL-5, IL-
10 e o fator de crescimento transformador - 8 (TGF-B) (SCOTT, 2004).

Em aves a IL-6 é responsavel pela diferenciacéo e, especialmente, a

diferenciacdo das células B em plasmdcitos secretores de anticorpos
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(RATCLIFFE, 2002). As citocinas IL-5 e IL-15 foram identificadas em aves e
também atuam na resposta humoral na diferenciacdo das células B nos tecidos
linféides associado ao trato gastrointestinal (GALT) (HIROI et al., 2000;
RATCLIFFE, 2002).

2.5.2. Imunoglobulinas em aves

A IgM é imunoglobulina de fase aguda, produzida durante a resposta
imune primaria e secretada em forma de pentamero e expressa também na
forma receptores de membrana plasmatica de linfécitos B (ALMEIDA et al.,
2008). As IgA sao imunoglobulinas predominantemente produzidas pelos
plasmécitos presentes nas placas de Peyer e nos MALTs presentes nas
tonsilas cecais (OLAH; VERVEDE, 2008). A IgY é analoga da IgG e IgE dos
mamiferos, com baixa massa molecular, sendo predominantemente presente
no soro, e sao responsaveis pela defesa contra infecgdes sistémicas e pelas
reagcoes anafilaticas em aves. Estudos mostraram diferencas na massa
molecular das cadeias pesadas de IgY, que apresenta massa molecular de
aproximadamente 67.500 daltons, enquanto a IgG dos mamiferos tem cerca
de 50.000 daltons (MENDOZA et al., 2012). A IgY é imunoglobulina sistémicas,
produzida apds a resposta imune secundaria, com fungcao de opsonizagao e é

caracterizada como imunoglobulina de fase cronica.

2.5.3. Mecanismos de transferéncia de anticorpos maternais em aves

A transferéncia passiva de anticorpos maternos para sua prole em
mamiferos é realizada pela placenta, via circulagdo materno-fetal, ou pelo
colostro que é um exemplo de transferéncia passiva de anticorpos apés a vida
intra-uterina (GRINDSTAFF; BRODIE lll; ELLEN, 2003).

Em aves a transferéncia de anticorpos maternos ocorre apenas pela
passagem de anticorpos para a gema do ovo em desenvolvimento. A
transferéncia é ocorre em duas etapas (HAMAL et al., 2006). A primeira tem
inicio com a deposi¢cao de anticorpos na gema, utilizando receptores para IgY
localizados nos capilares presentes nos foliculos ovarianos, que capturam
estas moléculas da circulagdo sanguinea materna (WEST; HERR;
BJORKMAN, 2004). A proporgéao de IgY depositada no foliculo € proporcional a

quantidade presente no soro materno. A porcentagem de IgY transferida do
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plasma materno para a gema é de 30%, enquanto apenas 1% de IgM e IgA sao
depositadas na clara, através dos tecidos linfoides ligados as mucosas do
oviduto (HAMAL et al., 2006). A segunda etapa € a transferéncia de anticorpos
do saco da gema para o embrido em formagao. Acredita-se que os anticorpos
IgY sejam transferidos por difusdo do saco da gema para a circulagao
embrionaria. A transferéncia de IgY inicia-se no 7° dia do estagio embrionario e
aumenta progressivamente do 14° ao 21° dias da vida intra-ovo (HANCONG et
al., 2013).

Segundo Faulkner et al. (2013) a IgA e IgM s&o imunoglobulinas
predominantes na clara do ovo e sua taxa de transferéncia da circulagao

maternal sistémica para a prole é de 1% .

2.5.4. Biotecnologia da producéo de anticorpos IgY e sua aplicagéo na

imunoterapia de organismos aquaticos

Devido a distancia filogenética entre aves e mamiferos as aves
produzem anticorpos com alto grau de afinidade contra antigenos de
mamiferos (CHACANA et al., 2004; MUNHOZ et al., 2014).

A principal imunoglobulina encontrada nas aves € a IgY, cujas
caracteristicas estruturais assemelham-se a IgG de mamiferos. A IgY tem
massa molecular de aproximadamente 160 kDa, apresenta ponto isoelétrico
variando entre 5,7 e 7,6 e é constituida por duas cadeias leves e duas cadeias
pesadas. Cada cadeia leve apresenta massa molecular de aproximadamente
18 kDa e é formada por uma regido variavel e uma regido constante. A cadeia
pesada tem uma massa molecular de 65 kDA e é formada por uma regiao
variavel e quatro regides constantes. Como ocorre na IgG de mamiferos a
regido Fc da Ig Y aviaria é responsavel por suas fungdes bioldgicas efetoras
como a fixacdo do complemento e opsonizagdgo (CARLANDER, 2002;
MUNHOZ et al., 2014).

Além de estar presente no sangue das aves a IgY pode ser encontrada
na gema dos ovos em altas concentragdes, enquanto que a IgM e a IgA séo
principalmente encontradas na clara. Receptores para IgY presentes nos
foliculos ovarianos captam estas moléculas da circulagdo sanguinea materna e

transferem para a gema. A quantidade de IgY transferida independe do
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tamanho do ovo e esta relacionada com sua concentracdo no soro plasmatico
das galinhas (MORRISON et al., 2001).

Uma vez que os anticorpos podem ser extraidos da gema do ovo de
galinha, o uso de IgY representa alternativa interessante para o controle de
enfermidades infecciosas em peixes. A producéo de IgY tem baixo custo de
producdo, pode ser produzida em grandes quantidades e n&do € necessario
sacrificar a ave para obté-la (CHACANA; TERZOLO, 2004; BAE et al., 2009).

A porgao Fc da IgY néao ativa o sistema complemento, nem apresenta
reagcdes cruzadas com fatores reumatdides. Assim, minimizam-se as falsas
reacdes positivas quando sao avaliados marcadores de inflamagcdo como a
proteina C reativa, uma caracteristica importante para o estudo dos processos
inflamatdrios. Além disso, a IgY apresenta menor fluorescéncia inespecifica em
preparacdes imunofluorescentes e também pode ser usada na maioria dos
testes de aglutinacdo (MUNHOZ et al., 2014).

Galinhas inoculadas com antigenos bacterianos transferem anticorpos
especificos da classe Ig Y para gema do ovo. Estes podem ser purificados e
transferidos para o hospedeiro que se deseja imunizar (CHACANA et al., 2004,
MUNHOZ et al., 2014).

A transferéncia passiva de IgY como profilatico contra doengas
infecciosas neutraliza a aderéncia de agentes microbianos aos tecidos alvo,
como observado em estudos sobre a profilaxia de diarréia de leitdes por
Escherichia coli, em Uulcera gastrica causada por Helicobacter pylori, em
micoses causadas por Candida albicans, a cinomose de caes e contra toxinas
de venenos de animais peconhentos (CHALGHOUMI et al., 2009).

No Japao o tratamento com anticorpos da classe IgY, especificos para
antigenos de Edwarsiella, administrados diretamente na agua, conferiu niveis
relevantes de protecdo em enguias japonesas (HATTA et al., 1994). Em trutas
arco-iris a administragdo de IgY anti-Yersinia ruckeri na ragédo resultou na
protecao contra infecgao (LEE et al., 2002).

O uso de anticorpos especificos como o IgY na profilaxia e terapéutica
das infecgdes estreptocdcicas (CHACANA, et al.,, 2004) poderia amenizar o
aumento da resisténcia causada pelo uso indiscriminado de antibidticos.

Isto posto, deve-se considerar que a maioria das enfermidades

bacterianas de peixes de cativeiro tém como agente as bactérias comensais e
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fungos saprofitos, que tornam-se patogénicas ao hospedeiro em fungdo da
imunodepresséo causada pelo estresse (MORAES; MORAES, 2009). Assim a
efetividade da resposta imune as bacterinas € dependente dos niveis de
estresse a qual os peixes sdo submetidos. Este tipo de problema nao afetaria a
efetividade da imunizagao produzida pela transferéncia passiva de anticorpos

especificos.
3. OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver e avaliar a producéo, a transferéncia passiva e a protegao
por anticorpos IgY anti-Phdp, extraidos da gema do ovo de galinhas White
Legnhorn vacinadas contra a pasterurelose em Rachycentron canadum

experimentalmente infectados.
4. MATERIAL E METODOS

4.1. Isolamento e identificacdo de cepas de Photobacterium damselae
subsp. piscicida (Phdp)

As cepas foram isoladas de bijupirdas (Rachicentrum canadum)
naturalmente infectados, que apresentaram sinais clinicos compativeis com a
infeccdo bacteriana. Os peixes doentes sofreram eutanasia e durante a
necropsia foram coletados assépticamente fragmentos de 6rgdos que foram
semeados em placas de agar BHI (Brain Heart Infusion — DIFCO®),
suplementado com 3% de NaCl. Apds o crescimento em estufa a 28 °C, por 48
horas, as colbnias suspeitas foram identificadas por métodos morfolégicos,
tintoriais e bioquimicos (catalase e oxidadese). Posteriormente o
microrganismo foi encaminhado ao Laboratorio de Doengas de Animais
Aquaticos da Universidade Federal de Minas Gerais e 0 DNA microbiano foi
extraido com o kit DNeasy (Qiagen, Alemanha) e o gene 16S RNA ribossémico
foi amplificado e sequenciado de acordo com Mian et al. (2009).

A sequéncia foi analisada pelo algoritmo BLAST

(http://www.ncbi.nim.nih.gov) para a determinacdo da espécie bacteriana. A

similaridade foi de 98% na analise do BLAST, com a amostra de referéncia
para Phdp.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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4.1.2. Purificacdo das fracGes protéicas soluveis (FS) e insoluveis (FI) de
(Phdp)

As fragdes proteicas foram preparadas de acordo com o procedimento
descrito por CHART (1994) com algumas modificagdes. O microrganismo foi
semeado em 500 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion — DIFCO®)
suplementado com 3% de NaCl. Apds cinco dias de incubacédo a 29,0°C, em
aerofilia, o meio foi centrifugado a 4.000 g (4 °C), durante 20 minutos. O
sobrenadante foi desprezado e a massa bacteriana ressuspendida em 500 mL
de PBS (tampéo fosfato) e novamente centrifugada a 4.000 g (4 °C), durante
20 minutos. Essa operagao foi repetida por mais trés vezes. Finalmente o
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 5,0 mL de
tampao Tris-HCI 25mM, pH 7,4, contendo EDTA 1mM, submetida a trés ciclos
de sonicassao por 30 segundos na poténcia de 150W, em sonicador Sonifer
250 (Branson®). As células intactas foram retiradas por centrifugagéo 10.000 g,
durante uma hora, a 4°C, e o sobrenadante foi centrifugado a 100.000 x g, por
2 horas, a 4 °C, Finalmente o sobrenadante (fracdo citoplasmatica) foi

armazenado e o precipitado foi ressuspenso em 1mL de tampao Tris-HCI
25mM, pH 7,4. A seguir foi adicionado o mesmo volume (1/1) de detergente de

soédio (Sarkosyl ®) e a reacdo mantida sob agitacao constante a temperatura
ambiente (TA), centrifugado a 100.000g , por 2 horas, a 4 °C. Aliquotas de
1mL da fragao total (FT), (FS) e (Fl), foram congelados em nitrogénio liquido e

armazenadas a -70 °C.

4.1.3. Determinacao da concentracao de proteinas nas amostras
A concentragdo de proteina do extrato purificado da gema e das
fracbes soluveis e insoluveis foi determinada de acordo com Hartree (1972),

utilizando-se soroalbumina bovina (BSA), fragao V como padrao protéico.

4.1.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-
PAGE) das fracdes proteicas microbianas

Foi utilizada a metodologia descrita por Laemmli (1970) e a eletroforese
foi realizada em gel de poliacrilamida a 9% em TA, a 100 V. Apds a corrida, os

géis foram removidos, fixados, corados com Comassie brilhante blue R e
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descorados com metanol (10%) acido acético (10%) e agua (V/V/V), até

visualizagdo nitida das proteinas.

4.2. Aves, imunizacéo e coleta de soro e gema

Sete aves da linhagem White Leghorn, em idade inicial de postura (32
semanas de vida) proveniente do Laboratorio de Ciéncias Avicolas (Lavinesp —
FCAV — UNESP), foram separadas em gaiolas individuais e mantidas em
regime de 12 horas de luz e 12 horas de escuriddo, em TA, entre 26 e 29 °C,
com umidade relativa do ar entre 63 e 75%, agua potavel a vontade e ragéo
comercial de postura (100g/ave dia).As aves foram imunizadas com a fragéo
total (citoplasmatica e de membrana) de Phdp na concentragéo de 100 ug e no
volume de 200 pL, diluido em PBS 0.15 M, pH 7,4, conjugado com 0 mesmo
volume de adjuvante incompleto de Freud (Sigma-Aldrich, USA), injetado em
dois pontos distintos do musculo peitoral. As aves receberam doses reforgos a
cada 15 dias, durante 90 dias. O soro foi coletado 15 dias apds cada
inoculacdo e os ovos 3 dias antes da coleta do soro totalizando 2 a 3 ovos por
ave. O soro foi desfibrinado e os ovos foram reunidos em “pool” (3 ovos) por
ave, e 500 uL de gema foi diluidos em microtubos contendo 1,5 mL de PBS,
0,15M, pH 7,4, e o restante da gema armazenado em sacos plasticos para

posterior purificacdo e as amostras armazenadas a -20 °C.

4.2.1. Deteccao de imunoglobulinas Y especificas para Phdp no soro e na
gema (ELISA indireto)

Foi utilizada a metodologia descrita por (ETO et al, 2015a).
Inicialmente uma micro placa com 96 pocos de fundo chato, (Costar®) foi pré-
sensibilizada com 100 pyL por pogo de poli-L-lisina 0.05% diluida (v/v) em
tampao PBS 0,15 M, pH 7,2 e incubada por 60 minutos em TA, lavados duas
vezes com PBS-Tween-20 a 0,005%. A seguir 100uL da fragcédo total na
contendo 10ug /mL foi adsorvida em cada pocgo, incubada a 4°C, durante 18
horas, fixado com 100 pL de glutaraldeido 0,005% (v/v) em tampé&o PBS 0,15
M, pH 7,2, e incubada por 20 minutos, a 22 °C.

Apb6s o periodo de incubacdo, cada poco foi lavado trés vezes com

PBS-Tween. A seguir foi adicionado 250 yL de PBS contendo leite Molico ®
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5% em cada poco e a placa incubada por 1 hora, em TA, lavada com PBS-
Tween.

A seguir foram adicionados, em cada po¢o,100 uL da amostra de soro
diluidos (1:1000 v/v) ou de gema (1:2000 v/v), em PBS-leite 1%, incubado por
uma hora em TA, lavado com PBS-Tween 20 a 0,05%, adicionado 100uL/pogo
de anti-lgY peroxidase (HRP), incubado por uma hora em TA. Apés lavagens
com PBS-Tween 20 a 0,05 % foi adicionado o substrato (H,O2/ABST) seguido
de incubagao em TA, por 15 minutos. A reacgéao foi interrompida com solugao de

SDS 5% e a absorbancia foi determinada em leitor Multiskan a 640 nm.

4.2.2. Avaliacdo do potencial de afinidade da IgY anti-Phdp (ELISA
indireto)

Neste estudo foi utilizado o mesmo procedimento descrito no item
anterior com as seguintes modificagdes. Apos a incubagéo do soro ou da gema
por 2 horas em TA, cada pogo foi lavado com PBS-Tween, adicionados 100 yL
de MgCl, 2M e no controle 100 uL de PBS-Tween. Apds 5 minutos a TA cada
poco foi lavado com PBS-Tween , adicionado 100 yL de anti-IgY peroxidase
(HRP) e incubado por uma hora, em TA. Apos lavagens com PBS-Tween foram
adicionados 100 pL de substrato/cromégeno (H2O2/ABTS) e incubados em TA
por 15 minutos. A reagao foi interrompida com solu¢ao de 5% SDS e a leitura

realizada em leitor Multiskan a 640 nm.

4.2.3. Purificacéo de IgY

Os anticorpos IgY policlonais foram purificados de acordo com a
metodologia descrita por Pauly et al. (2011).
A eletroforese em SDS-PAGE (Figura 1) confirmou a presenga de duas
moléculas protéicas, compativeis com a cadeia leve de massa molecular de 28

kDa e pesada de 84 kDa da estrutura molecular da IgY.
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Figura 1. SDS-PAGE do extrato purificado da gema. (P) Padrdo Bio-Rad
Precision Plus, (1) Amostra de IgY na concentragao de 40 ug e (2) 80 ug/mil.
Duas bandas protéicas foram expressas (setas): uma com peso molecular de
28 kDa, referente a cadeia leve e uma segunda com peso de 84 kDa (cadeia
pesada) compativeis com a estrutura molecular da IgY

4.2.4. Western blot

As proteinas das fragcbes FT, FS e Fl, foram transferidas para
membrana de nitrocelulose sob voltagem constante (30V), a 4 °C, durante 18
horas. A seguir a membrana foi incubada com PBS-leite a 5%, em TA, por uma
hora, sob agitagdo continua, lavada 5 vezes, por 5 minutos, com PBS-Tween
0,1% e, incubada sob agitagdo por uma hora, com solugdo de IgY pura
contendo 1mg/mL, dissolvida em PBS-Leite a 1% na proporgao de 1:2000,
lavada 5 vezes, por 5 minutos, com PBS-Tween 0,1%, e o conjugado anti-IgY
peroxidase, diluido em PBS-Leite a 1% na proporcéo de 1:2000, adicionadas a

membrana e incubada por uma hora, sob agitagédo em TA.

4.3. Efeitos terapéuticos da IgY na infeccdo aguda por Phdp em

Rachycentron canadum

2.3.1. Delineamento experimental dos peixes e acondicionamento
Estes testes foram realizados na maricultura ltapema, localizada no
municipio litoraneo de Sado Sebatido no Estado de S&o Paulo, durante o

segundo semestre de  2013. Inicialmente, utilizando-se 200 bijupiras
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Rachycentron canadum, com peso médio de 380 g, distribuidos em quatro
tanques (50 peixes/tanque) com capacidade para 10.000 L na densidade de
13,8 kg/m® (50 peixes/tanque). Cada tanque foi mantido com fluxo continuo de
agua (aproximadamente 20 L/min) e aeragao constante.

Os grupos foram distribuidos aleatoriamente (DIC) da seguinte forma:

1) C (negativo) - ndo imunizado e n&o desafiado

2) C (positivo) - ndo imunizado e desafiado

3) IgY (15 Dias) - Imunoterapia com anticorpos IgY anti- Phdp, 15 dias
antes do desafio.

4) IgY (48 horas) - Imunoterapia com anticorpos IgY anti- Phdp, 48
horas antes do desafio.

Sete amostras de material biolégico de peixes foram coletadas do
grupo controle (negativo) para as as varias analises.

Os parametros de qualitade da agua durante o percurso experimental

estio descritos na tabela 1.

Tabela 1. Pardmetros da agua durante o periodo experimental

Parédmetros
pH Condutividade (uS cm') Oxigénio Dissolvido (mg/L")
7,92 164 7,5

IMédia dos parametros da agua, leitura duas vezes ao dia durante 30 dias, pH
(potencial Hidrogenidnico).

4.3.2. Monitoramento da meia vida plasmatica dos anticorpos IgY
especificos em Rachycentron canadum

As concentragbes séricas de IgY anti-Phdp injetadas foram
quantificadas em 10 peixes por tempo e grupo (n= 40), grupo IgY (15 Dias) no
tempo pré-imune e 15 dias apds a imunizagdo e grupo IgY (48 horas) no
tempo (pré-imune) e 48 horas apods a injegdo. O método utilizado foi o ensaio
de ELISA indireto descrito no item 2.6. com modificacbes na diluicdo e no
tempo de incubacédo do anticorpo primario. O soro dos peixes foi diluido na

concentragcédo de 1:1 em volume final de 200 uL e incubados por 1 hora em TA
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e 18 horas a 4°C. Em seguida o protocolo se desenvolveu conforme descrito

anteriormente.

4.3.3. Determinacao da dose letal 50 (DL50)

O Phdp isolado e identificado conforme descrito no item 4.1., foi
reativada em vivo e, em experimento prévio, utilizou-se 20 bijupiras com
peso médio de 360 g para determinar a concentracédo da dose letal (DL50) a
ser usada na infeccdo experimental. Para tanto os peixes foram transferidos
e redistribuidos para 4 caixas de agua com o volume util de 350 L,
totalizando 5 peixes por caixa. O pool bacteriano foi lavado e ressuspenso
em PBS 0,15 M, pH 7,2, esterilizado como descrito no item 4.1.1. E quatro
concentragcbes baseadas na escala de Mc Farland (tubos 4, 6,8 e 10) foram
confeccionadas e cada grupo recebeu uma concentragdo. O periodo de

avaliacao da mortalidade foi de 48 horas apdés o inéculo.

4.3.4. Soroterapia e Infeccdo experimental

Para a imunizacéo os peixes do grupo IgY 15 dias e do grupo 48
horas, foram anestesiados com benzocaina diluida (1g/10mL) de acordo com
(WEDEMEYER, 1970). Os peixes foram injetados com a solugdao de IgY
(grupos experimentais) e PBS (controle positivo) via celomatica com 200 uL na
concentracédo 14 mg/mL de IgY. Apds os tratamentos todos os grupos com
excecgao do controle negativo, foram inoculados com 1,0 mL de bactéria ativa
na concentragdo de 10° UFC/mL.

Para as avaliagbes laboratoriais os peixes foram submetidos a
eutanasia por aprofundamento do plano anestésico, nos tempos de 6, 24 e 48

horas pds-estimulo (DL50 de Photobacterium damselae subsp. piscicida).

4.3.5. Perfil hematolégico e bioquimico

A avaliacao do perfil hematoldgico incluindo hemograma e leucograma
foi realizado conforme o protocolo descrito por Tavares-Dias e Moraes (2003).
As amostras de sangue foram coletadas em tempos pré-determinados por
puncdo do vaso caudal, com seringas contendo EDTA 10% (acido

etilenodiaminotetraacético), Os leucdcitos foram avaliados quanto a presenca
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de alteragbes morfologicas e sua identificacdo e nomenclatura seguiram as
recomendagdes de Tavares-Dias et al. (1999).

As analises bioquimicas foram realizadas em analisador automatico
multicanal ChemWell®, por meio de “kits” comerciais (Labtest Diagndstica). O
equipamento foi previamente calibrado com Calibra H e aferido com soro, o
controle de valor conhecido Qualitrol H (Labtest Diagnostica®). As atividades
de creatinina quinase CK (método cinético UV), transaminase glutadmico-
oxalacética TGO (método cinético UV-IFCC), transaminase glutdmico-piruvica
TGP (método cinético UV-IFCC) e Ferro sérico (Fe), foram determinadas no
soro. Ja, a glicemia foi determinada no sangue utilizando-se analisador rapido

para glicose “OneTouch Ultra Mini™” da Johnson & Johnson Medical.

4.3.6. Atividade respiratéria dos leucécitos sanguineos

A concentragdo de espécies reativas do oxigénio de leucécitos do
sangue dos peixes foi determinada conforme descrito por (ANDERSON e
SIWICKI, 1995; CASTRO et al., 2014). Apo6s a coleta 100 uL de sangue
heparinizado foi adicionado a 100 yL do corante “nitrobluetetrazolium” (NBT,
Sigma, ST Luis, MO, USA), e adicionados 25 uL de PMA 10° (Forbol-12-
Miristato-13-Acetato, 99% - 1mg), incubada por 30 minutos, em TA (x26 °C),
constituindo-se a solugao |. Uma aliquota de 50 pL da solugao | foi adicionada
a 1,0 mL de DMF (N, N-dimetilformamida-Sigma-Aldrich®), homogeneizado,
centrifugado a 1500g, por 5 minutos. E a absorbéncia do sobrenadante foi

determinada no comprimento de 540 nm.

4.3.7. Coleta dos leucocitos peritoneais

Para a coleta do exsudato os peixes foram colocados em decubito
dorsal e 3,0 mL da solugado de PBS + EDTA 10% refrigerada foram injetados na
cavidade celomatica, aspirado, acondicionado em microtubos para contagem
total de leucdcitos e confecgdo de esfregaco para o diferencial. A contagem
total foi realizada em camara de Neubauer com o auxilio de microscépio de luz

e a extensao do exsudato foi analisada.
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4.3.8. Exame histopatolégico

ApoOs a inoculagdo das bactérias quatro peixes de cada grupo (n=64)
para cada tempo (6, 24 e 48 horas) foram submetidos a necropsia e
fragmentos de coracgao, figado, bago, rim cefélico e cranial foram coletados,
fixados em formaldeido 10% tamponado e posteriormente, conservado em
alcool 70% até a etapa de desidratacao, diafanizacéo e inclusao em parafina. O
material incluido em parafina e submetido a 10 cortes semi-seriados de 5,0 nm
e corados por hematoxilina-eosina e as lesbdes descritas (FREITAS-NETO et
al., 2003).

4.3.9. Distribuicdo e disseminacao bacteriana nos 6rgéos e tecidos

A porcentagem da disseminacao bacteriana foi determinada por meio
do reisolamento a partir do coracgdo, figado, bago e rim com o objetivo de
identificar a presenga ou a auséncia da bactéria nos 6rgaos, e quantificar a
porcentagem de sua distribuicdo nos tempos pré-determinados (6, 24 e 48
horas apds infecgdo experimental). Para tanto dez peixes por grupo e tempo,
(n=90) foram eutanasiados e feito o reisolamento nos 6rgéos pelo método de
semeadura em placas de Petri, contendo meio BHI suplementado com 3% de
NaCl e mantidas em temperatura 29 °C, em estufa bacterioldgica. As analises
bioquimicas e tintoriais foram realizadas apds 48 horas nas colbnias suspeitas.
Os resultados foram expressos em porcentagem para cada 6rgao positivo foi
agregado um valor de 10% totalizando 100% o total para dez peixes por grupo

e tempo e os negativos o valor de (Zero).

4.4. Imuno-histoquimica (IHC)

A técnica de imunohistoquimica utilizada foi a descrita por Manrique et
al. (2015) com modificagbes. Foram realizados dois ensaios de IHC como
esquematizado na Figura 2. O primeiro ensaio foi realizado para detectar o
microrganismo nos orgaos e tecidos infectados, e o segundo para detectar a
IgY anti-Phdp neutralizada ao microrganismo. A recuperacao antigénica foi
realizada por calor umido (panela de pressdo) com tampao citrato (pH 6,0), por
15 minutos. Seguiu-se o0 bloqueio da peroxidase enddgena com solugao
comercial (Dako Dual Endogenous), durante uma hora, seguido de um banho

em tampao Tris HCL (pH 7,4), por cinco minutos e um novo bloqueio da
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peroxidase com agua oxigenada (30 volumes) e alcool metilico (10%), por uma
hora em camara escura, seguido de duas lavagens com Tris HCL (pH 7,4) e
mais duas lavagens com 4agua destilada. O bloqueio das proteinas
inespecificas foi realizado com leite em p6 Molico® a 8% por uma hora em
camara umida e em TA seguido de uma lavagem com Tris HCI (pH 7,4), por
cinco minutos.

No primeiro ensaio o anticorpo primario utilizado foi o policlonal IgY anti
— Phdp (Laboratério de Ictiopatologia — FCAV/UNESP - BR) na concentragao
de 1,0 mg/mL, diluido na propor¢ao de 1:1000 e incubado a 4 °C, por 18 horas
em camara umida. No segundo ensaio o anticorpo primario foi o comercial
Goat anti-ChickenlgY- Fc chain (Bethyl Laboratories, Inc. USA) na diluicdo
1:1000.

Apo6s a incubagéao o corte foi lavado com solugéo de Tris HCL (pH 7,4)
por cinco minutos e aplicado o substrato Reveal Complement (Spring), com
incubagcdo do HRP-link por 10 minutos, seguido da aplicagdo do anticorpo
secundario Goat anti-Chicken IgY- Fc chain (Bethyl Laboratories, Inc. USA) na
diluicdo 1:1000 no primeiro ensaio,.no segundo ensaio o anticorpo Rabbitanti-
Goat IgG-heavy chain (Bethyl Laboratories, Inc. USA) e incubados com suas
devidas amostras por uma hora em TA. Em seguida os cortes foram lavados
trés vezes com tampao Tris HCL (pH 7,4) por cinco minutos. Para a
visualizagéo da reacéo utilizou-se o cromégeno DAB (Dako) durante um minuto
€ meio, e a reacao foi bloqueada por imersao dos cortes em agua deionizada e
a contra-coloragao foi realizada com hematoxilina de Harris, por um minuto e
30 segundos, seguido de lavagem em agua corrente, por 10 minutos e
desidratacdo em concentracbes crescentes de alcoois, seguido de xilol e
montagem das laminas com Permount. As imagens digitais foram capturadas
usando uma camera digital (Olympus DP72, com celular Sens. software de

imagem v.1.5).
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Figura 2. Imagem ilustrativa dos dois método de imunohistoquimica (IHC) para
a detecgdo do microrganismo (A) e (B) aplicados para evidenciar a
bactéria opsonizada pela IgY nos érgados de Rachycentron canadum
(ETO; FERNANDES, 2015d).

4.5. Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e a comparacgéao
de médias pelo teste de Tukey (p<0,05), ao nivel de significancia de 5%
(SNEDECOR & COCHRAN, 1974). Para a analise estatistica da porcentagem
da disseminagao bacteriana nos 6rgaos as medias foram transformadas em y =

arc sen VX/N e expressas e analisadas em porcentagem.
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5. RESULTADOS

5.1. Producdao e analise do potencial de afinidade da IgY anti-Phdp

Houve aumento significativo na producao de IgY especifica anti-Phdp
(p<0,05) no soro das aves no 15° dia apos a primeira imunizagdo, quando
comparada ao dia zero. Os titulos se mantiveram constantes durante todos os
tempos de observagao (30, 60 e 90 dias) (Figura 3A). O mesmo ocorreu com a
taxa de transferéncia para a gema que obteve aumento significativo no 15° dia
(p<0,05), porém nos demais tempos os titulos foram flutuantes (Figura. 3B). Ja
Por outro lado o potencial de avidez dos anticorpos presentes nos soro
aumentou progressivamente até o 90° dia apds a quarta imunizacao (p<0,05),

quando comparado aos demais tempos (Figura. 3C).
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Figura 3. Dinédmica e avaliagcdo da produgao dos anticorpos IgY especificos no
soro e na gema de galinhas poedeiras imunizadas com proteinas
citoplasmaticas e de membrana de Phdp (A e B). Produgao
sistémica de anticorpos no soro e taxa de transferéncia para a gema
(n= 7) em diferentes intervalos de tempo (0-90 dias) apds
imunizagdo com quatro doses do antigeno nos intervalos de 0, 15,
45 e 75 dias. (C) Potencial de avidez dos anticorpos especificos,
produzidos no pool de soro (n= 7) nos intervalos entre 15, 30, 60 e
90 dias apds as imunizagbes. Médias (n= 7) que apresentam letras
maiusculas diferentes se diferem significamente entre as médias da
coluna pelo teste de Tukey (p>0,05) entre os tempos de observagao.

5.2. Andlise da especificidade da IgY anti-Phdp

Os resultados do western blot (Figura 4) para especificidade de IgY
revelou a presenca de oito proteinas marcadas de massas moleculares de
15, 25, 50, 56, 67, 77, 82 e 143 kDa na fracao total; sete de 15, 24, 49, 68, 81,
86 e 102 kDa na fracao citoplasmatica e quatro 15, 21, 25 e 52 kDa na fracao

de membrana.
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Figura 4. Western blot para a determinagédo da especificidade da IgY para as
proteinas celulares microbianas de Phpd. (A) Gel de SDS-PAGE
(SDS 9%) amostras das fragdes protéicas, aplicada no volume de
30 pL por pogo na concentracéo de 7,7 ug. A distribuicdo numérica
das amostras é similar nas duas figuras (A e B). (P) Padréao de
proteina Bio-Rad Precision Plus. (1) Fragdo total (citoplasma e
membrana); (2) Fragao citoplasmatica e (3) Fragcdo de membrana.
(B) Western Blot, membrana de nitrocelulose (0.45 um), bandas
protéicas do SDS-PAGE da transferidas e incubadas com extrato
purificado de IgY anti-Phdp do pool de ovos 90 dias apds a quarta
imunizagao, na concentracdo de 1mg/mL diluido na proporgéo de
1:500.

5.3. Meia vida plasmatica e potencial neutralizante da IgY anti-Phdp nos
orgaos de Rachycentron canadum

Antes da infecgdo experimental a concentragcdo de anticorpos IgY anti-
Phdp foi determinada no soro do grupo IgY (15 dias) 15 dias apds a injecao da
imunoglobulina e no grupo IgY (48 horas) 48 horas depois.

O segundo ensaio foi realizado apdés a infecgdo para detectar as
imunoglobulinas Y, livres e ligados ao antigeno bacteriano nos 6rgaos e tecidos
(Figura 5). Os dois grupos apresentaram titulos de anticorpos no soro em
relacdo ao soro pré-imune (antes da inoculagao da IgY) (p<0,05). Entretanto o
grupo IgY (48 horas) apresentou aumento significativo (p<0,05) em relagao ao
grupo IgY (15 dias). Este dado pode ser atribuido a protedlise ocorrida durante
o tempo. Quando as imunoglobulinas Y foram determinadas nos diferentes
orgaos, o resultado foi positivo, tanto para anticorpos livres como para
bactérias opsonizadas que foram imunomarcadas no rim e no baco dos grupos
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tratados com IgY. As imunoglobulinas livres apresentaram-se difusas no
parénquima do ©6rgdo, enquanto os microrganismos opsonizados foram
visualizados associados a areas de melanomacrofagos, tanto no rim como no

baco.
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Figura 5. Imunomarcacdo de anticorpos IgY opsonizados nas células
bacterianas de Phdp no bago (A — B) e rim caudal (C — D). No
grafico em coluna a concentragdo da IgY anti-Phdp no soro de
Rachycentron canadum no tempo de 48 horas apds a injecéo intra-
celomatica de imunoglobulina, grupo IgY (48 horas) e 15 dias apos
0 in6culo bacteriano no grupo IgY (15dias). Médias (n= 7) que
apresentam letras maiusculas diferentes se diferem significamente
entre as médias da coluna pelo teste de Tukey (p>0,05).
Hematoxilina de Harris. Barra: 10 pm.

5.4. Efeito dos anticorpos IgY anti-Phdp sobre o perfil hematolégico

O perfil hematolégico apresentou alteragbes discretas na contagem
total de hemacias, com diminui¢do nao significativa dos valores no grupo (C+)
em relagdo aos grupos (C-), IgY (15 dias) e IgY (48 horas). O grupo (C+)
apresentou aumento significativo (p<0,05), na concentragdo de hemoglobinas e
no valor hematimétrico da hemoglobina corpuscular média (HCM) que
progrediu para anemia hemolitica aguda (Tabela 2).

Todos os grupos experimentais apresentaram aumento do numero de

leucdcitos totais em relagdo ao grupo controle negativo (C-), entretanto o grupo
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controle positivo (C+) teve aumento significativo (p<0,05) 6 horas apds a
infeccdo, se comparado aos grupos IgY (15 dias) e IgY (48 horas) (Tabela 2).

As alteragbes do leucograma iniciaram-se 6 horas apés a inoculagao
da bactéria com o aumento do numero de granulécitos sanguineos, mais
acentuado no grupo (C+) diferenciando-se (p<0,05) dos grupos IgY (15 dias) e
IgY (48 horas). Entretanto em 24 horas ocorreu diminuicdo significativa
(p<0,05) do numero de granulécitos no grupo IgY (48 horas).

O numero de trombécitos se manteve normal no grupo IgY (48 horas)
no tempo de 6 horas, com meédias paralelas ao grupo (C-) e diferenciais
(p<0,05) entre os demais grupos, nos tempos pré determinados de 24 e 48
horas. O numero de mondcitos e linfocitos foi aumentou gradativamente nos
grupos desafiados e as medias do grupo C- se mantiveram dentro dos padrdes
de normalidade no grupo C-. O numero de linfocitos aumentou
significativamente no grupo C+ no tempo de 48 horas (Tabela 3).

As principais alteragdes na morfologia das células sanguineas foram
observadas no grupo (C+), como a presenca de bastonetes, granuldcitos,
linfocitos e mondcitos ativados, com vacuolos citoplasmaticos atoxicos
indicando o periodo de septicemia entre os tempos de 6, 24 e 48 horas pds-
infeccdo, ndo sendo observado nos grupos IgY (15 dias) e IgY (48 horas)
(Figura 6).
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Tabela 2. Valores médios’ (respectivos erro padrdo) e andlise de variancia do
perfil hematoldgico de Rachycentron canadum submetidos a infecgao

experimental com Photobacterium damselae subespécie piscicida.

Tempo (horas)

Variaveis Tratamento
6 horas 24 horas 48 horas
Controle Negativo 297 + 16 A 320 £+ 12 A 330 £ 16 A
Controle Positivo 30.0 + 20 A 300 £+ 14 A 312 + 19 A
VG (%) IgY (15 Dias) 318 £+11 A 270 15 A 314 + 18 A
IgY (48 horas) 318 + 34 A 248 £+ 20 A 272 + 19 A
Controle Negativo 21 + 01 A 22 *# 02 A 23 * 02 A
Controle Positivo 1.7 + 01 A 23 £01 A 35 £ 01 A
VCM (fl) IgY (15 Dias) 23 +01 A 18 01 A 31 + 04 A
IgY (48 horas) 28 + 03 A 17 £+ 01 A 39 + 04 A
Controle Negativo 57 + 04 A 59 01 A 67 + 08B
Controle Positivo 47 + 01 A 71 £01 A 129 = 08 A
HCM (pg) IgY (15 Dias) 71 +08 A 50 01 A 106 + 09 B
IgY (48 horas) 70 + 06 A 55 +01 A 75 +10B
Controle Negativo 282 + 26 A 286 £+ 01 A 287 + 24 A
Controle Positivo 276 + 1.0 A 303 £ 01 A 369 + 26 A
CHCM (g/di) IgY (15 Dias) 304 £+40 A 274 +01 A 328 + 15 A
IgY (48 horas) 32 +30 A 297 +01 A 265 + 1 A
Controle Negativo 148 + 16 A 153 + 01 A 143 + 13 A
Hemacias (milhdes/mm?) Controle Po.sitivo 174 £+ 64 A 128 + 01 A 88 + 39 B
IgY (15 Dias) 137 + 78 A 143 £+ 01 A 99 + 87 B
IgY (48 Horas 136 + 41 A 101 £+ 01 A 125 + 16 A
Controle Negatvo 83 06 A 91 01 A 9 +04 B
Hemoglobina (g/dl) Controle quitivo 82 +04 A 90 £01 A 11 04 A
IgY (15 Dias) 96 09 A 80 01 A 10 04 B
IgY (48 horas) 98 +07 A 75 +01 A 9 +058B

IMédias (n=

7) Qque apresentam

letras mailsculas diferentes se diferem

significamente entre as médias da coluna pelo teste de Tukey (p>0,05). Controle
Negativo (Ndo Desafiado), Controle Positivo (Desafiado), IgY (15 dias) Inoculacéo
da imunoglobulina Y, 15 dias anteriores ao desafio,lgY (48 horas) Inoculacdo da
imunoglobulina Y, 48 horas, anteriores ao desafio. VG = Volume globular médio;
VCM=Volume corpuscular médio; HCM= hemoglobina corpuscular média; CHCM,;
Concentracdo de hemoglobina corpuscular média.
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Tabela 3. Valores médios' (respectivos erros padrao) e analise de variancia do
perfil leucocitario de Rachycentron canadum submetidos a infecgao
experimental por Photobacterium damselae subsp. piscicida.

Tempo (horas)

Variaveis (células/mm3) Tratamento
6 horas 24 horas 48 horas

Controle (N) 8.267 +1.038 C 9354 +420 B 8144 + 627 C

. i Controle (P) 18492 +1.016 A 14.092 + 805 A 9983 + 654 B
Leucdcitos Totais .

IgY (15 Dias) 16.583 + 1.075 A 11.292 £ 523 A 9.800 + 768 B

IgY (48 horas) 14433 +577 B 12.883 £993 A 12,550 £ 494 A

Controle (N) 7604 £292 B 7918 £+305 B 7.080 +225 B

. Controle (P) 15423 £617 A 13.924 £+ 676 A 15574 + 168 A
Linfécitos absolutos .

IgY (15 Dias) 13568 £ 771 A 12,607 £ 328 A 12175 £ 793 A

lgY (48 Horas 12203 £521 A 10.776 £ 628 A 10628 + 166 A

Controle (N) 326 + 89 B 565 + 168 C 674 £+ 356 B

L. Controle (P) 1592 £+563 A 1.965 + 147 A 1.052 £ 535 A
Granulécitos absolutos )

IgY (15 Dias) 858 £+ 364 AB 1944 £+ 606 A 1417 £ 779 A

IgY (48 horas) 717 £ 260 AB 969 + 182 BC 1424 +876 A

Controle (N) 295 +171 B 346 + 25 A 432 £200 B

. Controle (P) 640 £220 A 463 + 73 A 693 £ 720 A
Trombécitos absolutos .

IgY (15 Dias) 1.008 +107 A 317 + 35 A 739 £ 267 A

IgY (48 horas) 217 +67 B 357 +59 A 790 £ 430 A

Controle (N) 329 +107 B 306 + 77 B 384 + 85 B

L Controle (P) 531 +230 A 1.877 £ 459 A 1222 £ 198 A
Mondcitos absolutos .

IgY (15 Dias) 613 £331 A 1044 £490 A 1250 + 563 A

IgY (48 horas) 680 £143 A 1654 £ 410 A 1173 £ 383 A

Médias (n= 7) que apresentam letras maiusculas diferentes se diferem
significamente entre as médias da coluna pelo teste de Tukey (p>0,05).
Controle Negativo (ndo Desafiado), Controle Positivo (Desafiado), IgY (15 dias)
inoculagdo da imunoglobulina Y, 15 dias anteriores ao desafio, IgY (48 horas)
inoculado, 48 horas antes do desafio.
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Figura 6. Principais alteragdes morfoldgicas nas células sanguineas de R.
canadum infectados experimentalmente por Photobacterium
damselae subsp. piscicida. (A) Grupo controle positivo (C+), 24
horas apds a infeccao, presenca, de célula polimorfonuclear (seta)
e trombdcitos (setas pontilhadas). (B) Mesmo grupo e tempo,
grupo de hemacias asterisco (*), bastonetes (setas pontilhadas)
ao redor de uma hemacia e um linfocito (seta). (C) C+, 48 horas,
mondcito vacuolizado (seta). (D) Presengca de macrofagos
ativados (seta) envoltos por bastonetes. Pandtico rapido. Barra:
10 um.

5.5. Determinacédo da atividade respiratéria dos leucécitos sanguineos

A atividade respiratoria dos leucdcitos aumentou em todos os grupos
desafiados, entretanto o grupo controle negativo apresentou niveis basais
reduzidos, durante os trés tempos experimentais. No grupo IgY (48 horas)
observou-se diminuigao significativa (p<0,05) dos valores nos tempos de 24 e
48 horas pos-infecgdo em relagado ao grupo IgY (15 dias), controle positivo e

negativo (Figura 7).
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Figura 7. Concentracdo de EROS de leucécitos sanguineos de Rachycentrum
canadum, inoculados com salina grupo Controle (-), desafiados com
Phdp sem anticorpo terapia Controle (+), inoculados 15 dias antes
do desafio com IgY especificas anti-Phdp (IgY 15 Dias) e inoculados
48 horas antes do desafio bacteriano, (IgY 48 horas). Médias (n= 8)
que apresentam letras maiusculas diferentes se diferem
significamente entre as médias da coluna pelo teste de Tukey

(p>0,05).

5.6. Exsudato inflamatoério: componente celular

Em todos os peixes do grupo controle positivo (C+) foi observado,
exsudato hemorragico na cavidade celomatica no momento da coleta de 6
horas, que impediu a contagem dos leucocitos devida a grande quantidade de
hemacias presentes nas amostras (Tabela 4). Em contrapartida nos tempos de
24 e 48 horas o numero de leucécitos aumentou gradativamente no (C+) em
relacdo aos outros grupos (C-), IgY (15 dias) e IgY (48 horas). O grupo IgY (48
horas), apresentou valores reduzidos no numero de linfocitos no tempo de 6 e
24 horas e de trombdcitos no tempo de 48 horas, ambos significativos. O
numero de trombocitos e macréfagos aumentou no tempo de 24 horas no
grupo (controle positivo) em relagao aos grupos IgY (15 dias) e IgY (48 horas).

As alteracdes celulares foram mais evidentes no grupo (C+), com a
presenca inicial dos trombdticos e hemacias confirmando o quadro
hemorragico e de bastonetes livres e fagdcitos por agrupamentos de mondcitos

ativados e atoxicos (Figura 8).

1500

1000

500
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Tabela 4. Valores médios' (respectivos desvios padrdo) e analise de variancia
para contagem total e diferencial de células presentes no exsudato
inflamatorio de Rachycentrum canadum desafiados com
Photobacterium damselae subespécie piscicida.

Tempo (horas)
Variaveis (células/mm?) Tratamento

6 horas 24 horas 48 horas
Controle Positivo 0.00 £0.00 A 3308 £+699 A 3.063 + 333 A
Leucdcitos Totais IgY (15 Dias) 1652 £+176 A 1477 £ 271 C 1919+ 101 A
IgY (48 horas) 2276 £+706 A 2386 £395 B 2411+ 184 A
Controle Positivo 0.00 +0.00 A 460 £ 211 C 591+ 105 B
Linfocitos absolutos IgY (15 Dias) 994 +940 A 1081 + 146 B 1186 + 212 A
IgY (48 Horas 737 655 B 1594 £ 273 A 1461 £+ 240 A
Controle Positivo 0.00 £ 0.00 A 452 + 211 C 1140 £ 333 A
Granulécitos absolutos IgY (15 Dias) 657 164 A 812 +286 B 441+ 691 C
IgY (48 horas) 366 +835 B 1479 £ 587 A 602 + 197 B
Controle Positivo 0.00 +0.00 A 1275 £ 556 A 1237 + 501 A
Trombdcitos absolutos IgY (15 Dias) 681 161 A 403 +794 B 1328 + 402 A
IgY (48 horas) 474 159 A 579+ 137 B 761+ 158 B
Controle Positivo 0.00 £0.00 A 935 +430 B 1199 + 212 A
Monécitos absolutos IgY (15 Dias) 533 £191 A 1769 £ 338 A 1459 + 141 A
IgY (48 horas) 561 +101 A 1743 + 337 A 1763 + 367 A

Médias (n=7) que apresentam letras maiusculas diferentes se diferem
significamente entre as médias da coluna pelo teste de Tukey (p<0,05)(A)
Amostras que apresentaram processo exsudativo hemorragico, com aumento
do numero de eritrécitos. Controle Negativo (ndo Desafiado), Controle Positivo
(Desafiado), IgY (15 dias) inoculagdo da imunoglobulina Y, 15 dias anteriores
ao desafio, IgY (48 horas) inoculado, 48 horas antes do desafio.



36

Figura 8. Principais alteragdes celulares no exsudato inflamatorio celomatico
de Rachycentron canadum infectados experimentalmente por
Photobacterium damselae subsp. piscicida. (A) Exsudado
hemorragico em todas as imagens do grupo C+ no tempo de 6
horas, caracterizado pelo intenso agrupamento de hemacias (%),
neutréfilo (seta) e trombdcitos (setas pontilhadas). (B) macrofagos
normais (seta) e linfocito (senta pontilhada). (C) Macréfago ativado
(seta) e (D) Agrupamento de macréfagos atoxicos com inumeros
vacuolos citoplasmaticos (seta pontilhada). Pandtico rapido. Barra:
10 ym.

5.7. Dindmica da disseminacdo bacteriana nos 6rgdos de Rachycentron
canadum

A cronologia da disseminagédo bacteriana no hospedeiro foi avaliada
em seu curso fisiopatolégico natural observado no grupo (C+) sem interferéncia
dos tratamentos soroterapicos e comparada com os grupos tratados (Figura 9).

A disseminacdo foi ampla em todos os 6rgaos e tecidos, com a
distribuicdo de porcentagens diferentes para cada 6rgao, tratamento e periodo
do tempo experimental. Em 6 horas pos-infec¢ao, 80% dos rins do grupo (C+)

e IgY (15 dias) foram positivos para o crescimento bacteriano, com a excegao
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do grupo IgY (48 horas) que apresentou porcentagem menor de 50% em
relacdo aos dois grupos. O bagco e o figado no mesmo periodo de tempo
apresentaram positividade de 50% nos grupos (C+) e IgY (48 horas), com
diminuicéo de 30% no grupo IgY (15 dias). Apds 24 horas a disseminagao para
o bacgo progrediu para 100% nos grupos C+ e IgY (15 dias). Em contrapartida o
grupo IgY (48 horas) manteve o mesmo valor de 50% no rim e 20% no figado,
diferindo-se dos dois grupos. Na progresséao final de 48 horas 100% dos rins
foram positivos no grupo C+, 70% no grupo IgY (15 dias) e 0% no grupo IgY
(48 horas) e no figado a porcentagem da disseminagao reduziu para 30% no

grupo IgY (15 dias) e 0% no grupo IgY (48 horas).

6 horas 24 horas i 48 horas
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Figura 9. Porcentagem (n= 10) de disseminacdo bacteriana nos o6rgaos de
Rachycentron canadum infectados experimentalmente nos tempos
de 6, 24 e 48 horas, desafiados com Phdp sem anticorpo terapia.
Controle (+), inoculados 15 dias antes do desafio com IgY
especificas anti-Phdp (IgY 15 Dias) e inoculados 48 horas antes do
desafio bacteriano, (IgY 48 horas). Letras maiusculas comparadas
respectivamente com a similar minuscula diferem estatisticamente
entre os tratamentos. R=Rim, B=Bac¢o e F=Figado.

5.8. Alteracdes anatomopatoldgicas e bioquimicas

Os efeitos deletérios nos érgaos e tecidos causados pela inoculagéo do
Phdp na cavidade celomatica e a agao protetora dos anticorpos IgY anti-Phdp,
foram avaliados por meio de exame histopatologico (Figura 10). O grau da
lesdo celular também foi determinado pela dosagem de enzimas
citoplasmaticas séricas. O grupo C+ apresentou evolugdo progressiva e intensa
nas lesdes histopatoldgicas nos tempos pré-determinados de 6, 24 e 48 horas
apo6s infecgcdo experimental, no coracao, rim, figado e bacgo. Enquanto os
grupos IgY (15 dias ) e IgY (48 horas) no tempo de 48 horas apresentaram

B3 Controle (+)
B2 IgY (15 dias)
1gY (48 horas)
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lesGes moderadas no primeiro e leves no segundo grupo. Nos demais 6rgaos a
progressao da quantidade de leucdcitos e do grau das lesdes foi semelhante,
mas com diferencgas fisiopatoldgicas e estruturais entre os tecidos. A etiologia
do agente causador das lesbes foi confirmada pelo método de imuno-
histoquimica (IHC), que foi positivo para a imunomarcagdao do Phdp, no
coragao, figado, rim e bago dos grupos desafiados (Figura 11), além da
confirmacédo do agente na localizagdo das colbnias no tecido que se
correlacionaram com as lesdes encontradas no exame histopatolégico. As
lesbes foram menos abrangentes nos orgdos e tecidos dos grupos IgY (15
dias) e diminuiram drasticamente no grupo IgY (48 horas), demostrando o
efeito protetor dos anticorpos tanto como uso profilatico como terapéutico. O
estado funcional dos 6rgdos e o nivel de protegcdo dos anticorpos foram
confirmados pela determinacdo das enzimas celulares, creatinina quinase total
sérica (CK), transaminase glutdmico-oxalacética (TGO) e transaminase
glutdmico-piravica (TGP). O grupo C+ apresentou aumento significativo
(p<0,05) nas enzimas CK, TGO e TGP em todos os tempos experimentais em
relacdo aos grupos IgY (15 dias) e IgY (48 horas) correlacionando-se com os
dados histopatologicos. Estes fatos confirmam o efeito protetor mais evidente
no grupo IgY (48 horas) que obteve as menores medias em relagdo ao dois
grupos desafiados, porém nao foi significativo estatisticamente. A glicemia se
manteve em niveis de normalidade no tempo de 6 horas e diminuiu
drasticamente em todos os grupos desafiados e tratados apds 24 e 48 horas. O
grupo C+ obteve um aumento significativo (p<0,05) nos niveis séricos de ferro
no tempo de 6 e 24 horas apds infeccao, em relacdo aos demais grupos. Em
contra partida o mesmo grupo sofreu reducdo significativa (p<0,05) em 48

horas em relagdo aos demais grupos experimentais (Tabela 5).
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Figura 10. Alteragdes histopatoldgicas em 6rgados de Rachycentron canadum

48 horas apos a infeccdo experimental com Photobacterium
damselae subespécie piscicida. (A, C, E, F) tecidos normais. Letras
complementares 6rgados do grupo C+. (B) Tecido cardiaco (seta
pontilhada) dissociagdo de fibras musculares devido a edema e
necrose focal (seta) infiltrado inflamatério no intersticio do tecido
cardiaco. (D) Tecido renal, (setas) necrose tubular. (F) Figado (*)
areas de esteatose associada a necrose focal. (H) Bago, area de
necrose (seta). H&E. Barra: 10 ym.
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Tabela 5. Valores médios1 (respectivos erro padrao) e analise de variancia do
perfil bioquimico de Rachycentron canadum submetidos a infeccao
experimental com Photobacterium damselae subespécie piscicida.

. Time (hours)
Variable Treatment 6 hours 24 hours 48 hours

Control (N) 132:49 C 12849 C 130+ 49 C

CK (ui) Control (P) 454+ 15 A 865+ 45 A 1402+ 92 A

IgY (15 days) 241+63 B U7+24 B 476+ 71 B

IgY (48 hours) 124+74 C 198435 C 210+ 20 C

Control (N) 78+ 04 B 85+ 04 C 8+ 04 B

Control (P) 15+ 06 A 198+1 A 15+ 13 A
TGO (U IgY (15 days) 95+ 06 B 135+ 08 B 10+ 11 CD
IgY (48 hours) 105+ 06 B 123+12 B 67+ 1 DB

Control (N) 421 A 52+08 A 49+ 08 B

Control (P) 3904 A 4609 A 12+ 12 A

TGP (U IgY (15 days) 65+ 06 A 56+13 A 6+ 09 C
IgY (48 hours) 55+ 06 A 47+12 A 38+ 04 DB

Control (N) 104+ 187 A 101+105 A 9%+ 203 A

Control (P) 100+ 135 A 348+ 335 B 25+ 270 B

Ghucose (g/dL) IgY (15 days) 99+ 114 A 330+ 406 B 26+ 293 B

IgY (48 hours) 106 + 2.44 A 348 + 454 B 24+ 269 B

Control (N) 32+ 17 B 28+16 B 22+ 16 A

Control (P) 50+39 A 900+48 A 13+ 18 C

Ferro (y/dL) IgY (15 days) 33+23 B 420+32 B 16+ 40 B

IgY (48 hours) 28+27 B 360+38 B 27+ 20 A

Médias (n=7) que apresentam letras maiusculas diferentes se diferem
significamente entre as médias da coluna pelo teste de Tukey (p>0,05).
Controle Negativo (ndo Desafiado), Controle Positivo (Desafiado), IgY (15 dias)
inoculagdo da imunoglobulina Y, 15 dias anteriores ao desafio, IgY (48 horas)
inoculado, 48 horas antes do desafio. Creatinina quinase total sérica (CK),
Transaminase glutédmico-oxalacética (TGO) e Transaminase glutdmico-Piruvica
(TGP).



Figura 11. Imunomarcagao posmva para Photobacterium damselae subsp.
Piscicida em érgédos de Rachycentron canadum 48 horas apds a
infeccdo experimental. (A, B, C) rim; (D, E, F) coragado; (G)
figado; (H, I) bagco. Hematoxilina de Harris.
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6. DISCUSSAO

A infec¢cdo do hospedeiro por Phdp depende de fatores de viruléncia
como o conjunto formado por moléculas de adesédo, LPS, hemolisinas e outras
proteases que desencadeiam o processo infeccioso (BAKOPOULOS et al.,
2004); a capsula de polissacarideo que bloqueia a agéo litica do soro e das
espécies reativas do oxigénio (EROs), impedindo o processo fagocitico ou
permitindo a sobrevivéncia intracelular da bactéria com multiplicagdo e
progressao para a cronicidade da doenca (SILVA et al., 2013); e da ativagao do
mecanismo de apoptose de fagocitos por meio da expressao e liberagcdo de
uma exotoxina indutora de apoptose (AIP56) (COSTA et al., 2011). Portanto,
nos peixes que foram submetidos a terapia e profilaxia com IgY anti-Phdp
parece ter sido neutralizado e bloqueado a infec¢do. A farmacodinamica da IgY
esta ilustrada na Figura 12.

Os resultados obtidos mostram que o sistema imune das aves
vacinadas foi capaz de reconhecer e produzir IgY especificas para diversos
epitopos antigénicos, presentes nas fragbes protéicas soluvel e insoluvel do
extrato bacteriano de Phdp. Além disso, o potencial de avidez e afinidade da
imunoglobulina pelo antigeno, aumentou progressivamente durante as
inoculagdes subsequentes e alcangou o potencial maximo no 90° dia apods a
ultima inoculagdo. Andrade et al. (2013), observaram aumento de avidez da IgY
antiveneno de Crotalus e Bothrophos, 367 dias apds a ultima inoculacgao.
Embora o protocolo executado pelos referidos autores tenha sido mais extenso
que o do presente estudo, o padrdo progressivo da curva de avidez foi
semelhante. Neste estudo a especificidade de IgY anti-Phdp foi avaliada e
mostrou-se imunoreativa para as proteinas da fracdo soluvel e insoluvel
detectadas por western blot. Apesar do indculo conter ambas as fragdes o
sistema imune das aves foi capaz de reconhecer epitopos antigénicos distintos
entre as duas fracoes.

As diferengas na massa molecular entre as proteinas imunomarcadas,
encontradas neste estudo e descritas por alguns autores ¢€ justificavel, uma vez
que foram obtidas e purificadas de compartimentos celulares distintos, podendo
apresentar diferengas estruturais na isoforma molecular (ESTEVE; BIRBECK,

2004). No presente estudo estas proteinas citoplasmaticas foram purificadas
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em estagio vesicular isto é, dentro do citoplasma e ndo em sua forma
secretada no meio de cultura.

Inicialmente o Phdp, como qualquer outro microrganismo, depende de
nutrientes para a expressao de fatores de viruléncia. Entre tais nutrientes o
ferro (Fe) esta entre os mais importantes e é captado pela célula bacteriana por
meio de receptores de membrana denominados sideréforos, expressos in vivo
ou in vitro em meio suplementado com glicose (REIS et al., 2010). A maior
fonte de Fe dos organismos superiores sdo as hemoglobinas presentes nas
hemacias. Entdo € possivel sugerir que a hemdlise observada no inicio da
infeccdo esteja correlacionada com a nutricdo bacteriana pela captacdo de
glicose para a expressao do antigeno capsular e do sideréforo para a captacao
do Fe liberado.

Hsu et al., (2014) descreveram uma exotoxina de massa molecular de
43 kDa, isolada e purificada de produtos extracelulares (PECs) de Phdp, com
agao hemolitica identificada como uma fosfolipase A2 por analise protedmica.
Porém, outras exotoxinas com efeitos citoliticos e massa molecular entre 175,
132, 79 e 48,3 kDa, foram descritas em PECs de Phdp por Bakopoulos et al.
(2004). A IgY produzida neste estudo foi especifica para proteinas
citoplasmaticas com massa molecular semelhante a descrita pelos dois autores
em ensaio de western blot fato que justifica o bloqueio dos fatores hemoliticos
no exsudato celomatico e na corrente sanguinea na fase aguda da infeccao.
Entretanto ndo é possivel afirmar que IgY apesar de bloquear a hemdlise tenha
algum efeito neutralizador sobre os receptores sideréforos ou sua expressao, ja
que a reducao de Fe foi progressiva durante todo o periodo da infecgdo em
todos os grupos desafiados.

A especificidade de IgY para LPS e para outras proteinas de
membrana interna e externa do Phdp, foi observada na imunorreatividade dos
anticorpos para bandas protéicas entre 30, 42 e 53 kDa, presente na fragcédo
insoluvel, identificadas como constituintes do LPS por Labella et al. (2010). O
uso de IgY especifica para LPS de E. coli inibiu o crescimento bacteriano in
vitro e in vivo, neutralizou o efeito do LPS por meio de opsonizagao e bloqueou
a ligacdo da molécula ao receptor de afinidade CD14 presente nos fagocitos,
juntamente com a ativagao do receptor e a transcricao e producio de citocinas
pro-inflamatérias (CRONER et al., 2009). Zhen et al. (2011), elucidaram os
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efeitos indiretos da IgY anti-LPS na cinética da producdo das citocinas
inflamatorias, pois demonstraram a regulagdo decrescente da producdo do
fator de necrose tumoral (TNF-a) e crescente de interleucina-10 (IL-10), tanto
no uso profilatico como terapéutico na sepse experimental em camundongos
induzida por LPS. Assim é possivel que a redugao da intensidade da leséo
hepatica e alveolar no trato respiratério, somado ao aumento de 70% na
porcentagem de sobrevivéncia dos animais imunizados em relagdo ao grupo
nao imunizado, tenha sofrido interferéncia indireta pela modulacdo exercida
pelo TNF e IL-10.

Os efeitos clinicos da terapia e profilaxia com IgY anti-Phdp em
Rachycentron canadum neste trabalho foram semelhantes aos descritos em
mamiferos. A neutralizagcdo da célula bacteriana através das IgY anti-Phdp
potencializou a fagocitose e a eliminagdo do patdgeno, que minimizou a
infeccdo aguda, e reduziu a migragdo de trombdcitos e granuldcitos para a
cavidade celomatica no inicio da infecgado (6 horas). Outro efeito indireto da
neutralizacdo pode ser a reducao progressiva da producdo de EROs durante
os intervalos entre 6 e 48 horas. Os resultados deste estudo sugerem que a
reducdo de EROs esteja associada a agao indireta que neutralizou o efeito
protetor da capsula de LPS e facilitou a fagocitose.

Outro fator que pode ter colaborado para a redugdo da produgao de
EROs € o fato de que a fragdo constante (Fc) da IgY das aves, devido a
distancia filogenética entre as espécies, nao interage com a molécula C1q ou
com o receptor Fc (FCR) presentes nos fagécitos de peixes, pois descreveu-se
que a ativagcado sinérgica dos receptores Fc do subtipo (FcyRIIl) e do
complemento 3 (CR3) por suas respectivas moléculas ligantes, aumenta a
producdo de EROs em neutrofilos humanos (URBACZEK et al.,, 2014). Os
resultados sugerem que soroterapia com a IgY reduziu a produgédo de EROs de
forma direta, através da neutralizacdo e indireta pela nado ativacdo de
receptores FCR e CR3 de fagoécitos de peixes. Estes fendbmenos de alguma
forma eliminaram o patdgeno e reduziram o gasto bioenergético dos fagdcitos.
Apesar da producao de EROs ser essencial para o efeito microbicida apds a
fagocitose, sua produgao excessiva € deletéria para os tecidos do organismo
(BRIEGER et al., 2012).
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A infecgao por Phdp pode ser crénica, portanto a morte do hospedeiro
por choque séptico ndo € priorizada pelo microrganismo. Porém, a bactéria visa
sua manutengao na fase intracelular em fagoécitos do hospedeiro para viabilizar
sua sobrevivéncia e migragao para os o6rgaos de tropismo. Por consequéncia
ocorre a hipersensibilidade tipo IV com formacéo de granulomas. A inoculagéo
intraperitoneal de Phdp ativas em Dicentrarchus labrax resulta na produg¢ao da
exotoxina AIP56 e ativagdo da apoptose em neutréfilos e macréfagos
residentes no exsudato peritoneal e no rim cefalico, 24 horas apds o desafio
(NASCIMENTO et al., 2007). A AIP56 é adsorvida para o citosol por meio de
receptores clatrina de endocitose nas células alvos, ficando no interior de
vesiculas até a posterior liberacdo e ativagao citoplasmatica (PEREIRA et al.,
2014). Apd6s a adsorgao a AIP56 ativa a morte celular pela atividade catalitica
desta metaloprotease que cliva o NF-kB, ativando a cascata celular para a
apoptose (SILVA et al., 2013). Neste estudo os efeitos apoptoticos em células
fagocitarias foram observados apenas no grupo C+, e sugere que a
especificidade da IgY anti-Phdp por uma proteina de massa molecular de 56
kDa presentes na fragdo soluvel, conferiu o bloqueio de apoptose celular
ativado pela exotoxina AIP56 acima descrita.

A inoculagdo de células vivas de Phdp em Rachycentron canadum
obteve o0 mesmo efeito deletério no sistema organico dos peixes. A necrose foi
observada em todos os tempos e grupos estudados, porém em intensidade
reduzida nos grupos pré-tratados com IgY anti-Phdp. A reducédo das enzimas
TGO, TGP e CK comprova que a protegcao dos tecidos de fato ocorreu e se
reafirma por meio do bloqueio da disseminagao bacteriana para o rim, figado e
baco, observado no grupo IgY (15 dias) e mais efetivo no grupo IgY (48 horas),
que obteve taxa zero de reisolamento a partir do figado e do rim no tempo pré
determinado de 48 horas apds a infeccdo. A protecdo dos tecidos foi
evidenciada quando o ensaio de IHC revelou células bacterianas ligadas a IgY
anti-Phdp, que foram imunomarcadas no bacgo e rim caudal. Este fato sugere
que apos a neutralizacdo, as ceélulas bacterianas foram carreadas via
circulagdo sistémica, para estes dois O6rgaos para serem eliminadas
posteriormente. O crescimento bacteriano negativo no reisolado dos mesmos
orgaos, sugere que a neutralizagéo in vivo impediu o crescimento microbiano.

Por tanto este efeito, resultou na sua neutralizacdo e no bloqueio na evolugao
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para a cronicidade da doenca. Estes dados reafirmam a hipotese de que o
mecanismo de agao da IgY na protecao sistémica foi multifatorial agregado a
capacidade policlonal dos anticorpos em reconhecer e bloquear os diversos
fatores de viruléncia utilizados pelo Phdp. Porém a acdo protetora foi mais
intensa no grupo IgY (48 horas), sugerindo também, que a dose resposta esta
intimamente correlacionada ao potencial de protecao conferida aos anticorpos.
Quando a meia vida plasmatica foi avaliada a redugdo progressiva na
concentracao da IgY no soro dos peixes do grupo IgY (15 dias) em relagéo ao
grupo IgY (48 horas) confirmam esta hipotese.

Arasteh et al. (2004) testaram o potencial profilatico da soroterapia
com a IgY especifica para antigenos de Vibrio anguillarum em Oncorhynchus
mykissl aplicada via celomatica, na dose de 100 uL na concentragéo de 1,33
mg.ml™, 14 dias antes do desafio. Em seus resultados a dose testada reduziu a
taxa de mortalidade em aproximadamente 70% no grupo imunizado em relagéo
ao nao imunizado, demonstrando a protecao conferida pela imunoglobulina Y.

Quando as concentragdes de 1 a 10 mg/mI™ de IgY especifica para
Staphylococcus aureus isoladas de tetos de vacas portadoras de mastite foram
testadas in vitro, a dose minima obteve o mesmo efeito daquele observado
para a dose maxima com inibicdo do crescimento bacteriano. Efeito
semelhante foi observado quanto ao potencial de fagocitose de macréfagos
isolados do leite que apresentaram aumento de 30% em relagdo as células do
grupo controle (ZHEN, et al., 2008). A IgY foi eficaz na terapia de outras
bacterioses causadas por Streptococcus mutans (HATTA et al., 1993),
Salmonella (YOKOYAMA et al., 1998), Yersinia (LEE et al., 2000)
Staphylococcus (LECLAIRE et al., 2002) Helicobacter pylori (SHIN et al., 2002).

As IgY anti-Phdp produzidas apresentaram o mesmo efeito clinico,
inibiram o crescimento bacteriano, e atuaram diretamente no bloqueio das endo
e exotoxinas. Neutralizando a adesdo, migracdo e a disseminagcao do
microrganismo para a circulagdo sanguinea e para os 6rgaos de tropismo,
impedindo a evolugdo para o estagio cronico da doenca. Estes dados
reafirmam a hipotese sugerida, de que o mecanismo de acdo da IgY na
protecao sistémica foi multifatorial agregado a capacidade policlonal dos

anticorpos em reconhecer e bloquear os fatores de viruléncia do Phdp.
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A eficacia da IgY no tratamento de infeccdes microbianas é
relativamente clara na literatura cientifica e apresenta inumeras vantagens ao
uso de antibidticos (AB) e anti-inflamatérios nédo esteroides (AINEs) no
tratamento clinico da sepse causado por Gram negativas. Apesar de serem
farmacos importantes para o controle da sepse, com agao bacteriostatica e
bactericida direta sobre o microrganismo no caso dos AB e o efeito dos AINEs,
na inibicao da atividade da enzima cicloxigenase ambas nao apresentam efeito
farmacolégico sobre as moléculas de LPS liberadas na sepse/endotoxemia na
circulagdo sanguinea. Em contra partida a IgY anti-LPS teve efeito sobre a
bactéria e seus subprodutos e na modulagao do processo inflamatoério por meio
da regulacado decrescente da concentracédo de citocina anti-inflamatéria IL-10,
evidenciada por Zhen et al. (2008).

A oxitetraciclina € um dos AB usados para o tratamento de bacterioses
em peixes marinhos. Entretanto dois genes de resisténcia foram encontrados
tet (M) e tet (S) em 151 isolados bacterianos intestinais de peixes marinhos
criados no Japéao e na Coréia. Entre os isolados foram encontrados Vibrio sp.,
Lactococcus garvieae, Photobacterium damselae subsp. piscicida e outras
Gram-negativas nédo identificadas (KIM et al., 2004). Portanto o uso de
antibioticos na agua apresenta risco para desenvolver resisténcia microbiana,
acarretar contaminacdo ambiental e para a saude publica. Este problema se
estende para o cenario econdbmico mundial, ja que o residuo de antibidtico
presente na carcaga é negativo para exportagdo do pescado.

A IgY apresenta baixo custo de producédo e pode ser produzida em
escala industrial, sem necessidade de sacrificar as aves pois é extraida da
gema dos ovos de poedeiras imunizadas. Um ovo possui em media 100 mg de
IgY na gema e galinhas poedeiras produzem mais de 20 ovos por més, a
producao de IgY em 30 dias pode facilmente chegar a valores maiores de dois
gramas por ave.

Portanto, a IgY é uma ferramenta biotecnolégica promissora na
profilaxia e terapéutica de enfermidades bacterianas de organismos aquaticos
em substituicdo aos antibidticos e seus efeitos negativos. Além disso, a
tecnologia fomenta duas cadeias produtivas, aves e peixes, agregando valores
na produgao de ovos e possibilitando a criagdo de organismos aquaticos livres
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de residuos de antibidticos, com certificagdo positiva na produgado pesqueira e
ampliacédo do potencial de exportagao de pescado.
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Figura 12. Mecanismo de acao proposto da IgY anti-Phdp no bloqueio dos
fatores de viruléncia do Phdp (ETO; FERNANDES, 2015a). (A)
Neutralizagcdo das fosfolipases (PLA2) representada na figura e de
outras proteases e metaloproteases nao representada na figura,
resultando na reducdo do quadro hemolitico. (B) Efeito da
neutralizagdo no aumento do potencial fagocitico e na redugéo
indireta da produgéo de espécies reativas do oxigénio (EROs). A
ativacao dos receptores (FcR) e complemento 3 (CR3) através de
suas moléculas ligantes, induz a produgdo de EROs, em
sinergismo com o processo fagocitico, porém a capsula de
polissacarideo (CP) bloqueia a agdo das EROs, gerando um saldo
negativo, de maneira que a produgdo aumentada destes reativos,
nao aumenta a eliminagdo do patégeno. Em contra partida, a Fc
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da IgY devido a distancia filogenética entre as espécies nao ativa
os receptores (FCR) e complemento 3 (CR3) das células fagociticas
dos teledsteos, reduzindo a produgdo dos EROs por esta via. O
receptor que reconhece a IgY e suas fragbes nao foram elucidados,
portanto a opsonizacdo e posterior fagocitose do patégeno
neutralizou o efeito protetor da CP, aumentando o potencial
fagocitico, reduzindo a demanda e producdo de EROs pelos
fagocitos. (C) Efeito indireto das IgY na redugdo das citocinas pro-
inflamatorias através da neutralizacdo dos lipopolissacarideos
(LPS) inibindo a ativacéo dos receptores Toll like-4 (TRL-4) e CD14
na transcricdo de genes de citocinas. A inibicdo do TRL-4, afeta
sua interagdo com a proteina de diferenciagdo mieldide (MyD88) e,
consequentemente a cascata de receptores de quinase associada
(IRANK), fator de necrose tumoral 6 associado ao receptor
(TRAF6) e fator nuclear kappa B (NFkB) bloqueando assim a
transcricdo dos genes de citocinas. (D) Bloqueio da exotoxina de
56 kDa indutora de apoptose (AIP56). A acdao da exotoxina é
iniciada através da endocitose por receptores clatrina, como
sugerido por (PEREIRA et al., 2014), apés a AIP56 ¢ liberada no
citoplasma, em seguida catalisa o NFkB que ativa a transcricdo da
cascata de apoptose celular nos fagocitos. O bloqueio extracelular
da exotoxina pelas IgY especificas impediu a catalisagdo do NFkB
e consequente a apoptose celular.

7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram concluir, que a
imunoglobulina Y produzida, foi eficaz na profilaxia e terapéutica de
Rachycentron canadus infectados experimentalmente com células bacterianas
de Phdp. Resultando na redugdo da hemolise aguda, e no acumulo de células
inflamatadrias, e na produgédo de EROs no periodo inicial da inflamagéao aguda
induzida. E protecdo organica reduzindo a disseminacdo bacteriana, e as
lesbes em figado, rim, baco e coragdo. E por fim, a soma dos efeitos
farmacodindmicos da IgY boquearam a evolugdo da doenca aguda para a
cronica. Possibilitando a aplicagdo desta molécula para o tratamento de

enfermidades em organismos aquaticos.
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