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INTRODUGCAO

A vacinagdo de peixes estad se tornando uma importante ferramenta para o controle de
doencas infecto-contagiosas e é apontada como a principal responsavel pela dramatica redugao
no uso de antibiéticos na aquacultura (Sommerset et al., 2005). As principais vacinas utilizadas
contém micro-organismos inativados, ou parte deles, é requer a adicdo de adjuvantes para
inducdo de uma resposta imune adequada. Um dos principais desafios da producdo de vacinas
para peixes esta relacionado a produc¢do de antigenos e adjuvantes em larga escala e baixo custo.
Em peixes, uma resposta imune eficaz somente é possivel por meio da inoculagao intraperitoneal
ou intramuscular de antigenos emulsionados em adjuvantes oleosos, ou similares (Tafalla et al.,
2013), o que representa risco adicional a saude dos peixes vacinados. Nesse contexto, a utilizacdo
de novas moléculas, principalmente aquelas derivadas de micro-organismos, como os padroes
moleculares associados aos patégenos (pathogen-associated molecular patterns — PAMPs),
representam um avanco significativo na vacinologia.

O Parapoxvirus ovino (PPVO), também conhecido como orf virus (ORFv), é um virus
envelopado, com material genético DNA, que contém diversos genes que codificam proteinas
conhecidas por contra-atacar a resposta imune do hospedeiro (McGuirre et al.,, 2012) e genes
homadlogos a citocinas do hospedeiro. O efeito imunomodulador do PPVO inativado (iPPVO) em
animais terrestres ha muito tem sido demostrado (Fachinger et al., 2000). No entanto, ndo ha
estudos sobre a acao desse virus no sistema imune de peixes. Nesse contexto, o objetivo desse
estudo foi avaliar o potencial adjuvante do iPPVO em peixes imunizados com albumina sérica
bovina (BSA) e avaliar possiveis altera¢cGes nos parametros imunoldgicos dos peixes imunizados.

DESENVOLVIMENTO:



Foram utilizados jundids (Rhamdia quelen) juvenis com o peso de 50 — 80g, alocados em tanques
com 1000 L de 4gua corrente, com densidade maxima de 1g de peixe/L de adgua. A preparagdo do
iPPVO foi feita conforme descrito anteriormente (Anziliero et al., 2014) e estocado em aliquotas a
-202C contendo 1 x 10® unidades formadoras de placas (UFP)/ml. Todos os peixes foram
inoculados pela via intramuscular com uma dose de 100 ul do inéculo. No primeiro experimento,
grupos de 15 peixes foram inoculados com iPPVO, ou PBS, e amostras de sangue heparinizado
foram coletadas 24h apds a inoculacdo para determinar a explosdo respiratéria, ou 3, 5 e 7 dias
pos-inoculacdo, para determinar parametros hematoldgicos. No segundo experimento, 5 grupos
de peixes (n=15) foram utilizados, os quais receberam os seguintes inéculos: grupo | — PBS estéril;
grupo 2 — iPPVO; grupo 3 — BSA (200 pg/peixe); grupo 4 — BSA+iPPVO; grupo V — BSA+adjuvante
incompleto de Freund (FIA). Amostras de sangue foram coletadas da veia caudal antes e 35 dias
apdés a inoculagdo, e mantidas a 49C até completa coagulagdo. Apds, as amostras foram
centrifugadas para remogao do soro o qual foi aliquotado e congelado até a realizagdo dos
ensaios. Todos os procedimentos foram realizados em peixes anestesiados (Eugenol, 50 mg/ml). O
projeto de pesquisa sobre o uso de adjuvantes em peixes foi aprovado pelo CEUA-UPF (011/2012).

A explosdo respiratéoria das células do sangue total e a andlise dos parametros

hematoldgicos foram realizadas conforme descrito anteriormente (Kreutz et al, 2011). A
guantificacdo de anticorpos anti-BSA foi feita por meio de um ensaio imunoenzimatico indireto do
tipo ELISA conforme descrito recentemente (Kreutz et al., 2015). A distribuicdo normal dos dados
foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk’s. As diferencas entre tratamentos foram analisadas pelo
teste t ou ANOVA, seguido do pds teste de comparagdao multipla de Bonferroni.

A inoculacdo de iPPVO ndo teve efeito na explosao respiratdria das células sanguineas. No
entanto, ndo é possivel afirmar que as células de peixe ndo reconhecam o iPPVO. E provavel que
as amostras foram coletadas no momento em que as células ainda ndo estivessem estimuladas
(antes ou depois do pico de ativacdo). Por outro lado, a maioria dos estudos com iPPVO usam
mondécitos ou neutréfilos isolados e ndo células totais do sangue. Nesse contexto, é possivel que o
iPPVO altere a explosao respiratdria quando inoculado em populag¢des de células definidas.

Peixes inoculados com iPPVO tiveram uma reducdo significativa no nimero de mondécitos
circulantes aos 3 dias pds-inoculacdo e um aumento significativo no numero de granuldcitos
heterofilicos e trombdticos aos 5 e 7 dias pds-inoculacdo, respectivamente. Os demais parametros
hematoldgicos permaneceram dentro dos limites para a espécie (Kreutz et al, 2011).

Peixes inoculados com BSA+iPPVO tiveram um aumento significativo nos niveis de
anticorpos anti-BSA em comparag¢ao ao grupo inoculado somente com BSA, mas inferiores ao
grupo inoculado com BSA+FIA. Esses dados indicam o potencial do iPPVO como adjuvante vacinal.
O aumento no nivel de anticorpos especificos pode estar relacionado interacdo do iPPVO com
células apresentadoras de antigenos, como mondcitos (macréfagos e células dendriticas) e a
intrincada cadeia de citocinas produzidas a partir da estimulacao destas células com um adjuvante
do tipo PAMP.

CONSIDERACOES FINAIS:



A inoculagdo de iPPVO alterou a circulagao de diversas células imunoldgicas e estimulou a
producao de anticorpos especificos nos peixes inoculados constituindo-se em um potencial
adjuvante para uso em peixes.
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