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INTRODUCAO:

A producdo da aquicultura tem sido significativa, com uma taxa média de crescimento
de 9% ao ano na ultima década (FAO, 2013). O cultivo de espécies autdctones, como o
jundid (Rhamdia quelen) tem contribuido para a otimizagdo no uso de tanques
destinados ao policultivo (da Silva et al., 2008). No entanto, o aumento da densidade
populacional consiste em um fator agravante na predisposi¢ao a doencas infecciosas, as
quais reduzem a eficiéncia dos cultivos. O uso indiscriminado de antibidticos para o
controle de infec¢cOes bacterianas pode selecionar bactérias resistentes e a eliminacdo
de bactérias benéficas, limitando a competicdo com patdgenos, o que compromete a
resposta imune. Nesse contexto, e importante pesquisar moléculas imunoestimulantes
para uso em terapias alternativas. Nosso trabalho analisou o potencial imunomodulador
dos oligodeoxinucleotideos CPGs (ODN CPGs) frente ao desafio por Aeromonas
hydrophila.

DESENVOLVIMENTO:

Foram utilizados Jundias jovens de ambos os sexos e peso corporal de (20+-3g)
aclimatados por 7 dias e alocados em tanques com agua corrente, protegidos de luz e
alimentados com racdo comercial. Exames clinicos e coletas sanguineas foram efetuadas
anteriormente aos experimentos atestando a auséncia da bactéria no sangue desses
animais. Os CpGs utilizados no experimento foram descritos anteriormente (Carrington
& Secombes, 2006 ). O foco do experimento foi na bacteremia e mortalidade dos peixes
e os CpGs utilizadas foram 1668, CpG 2102, CpG 2133 e CpG 2143 (Invivogen, Franga).
Aeromonas hydrophila utilizada no desafio em todos os experimentos foi isolada de um
peixe doente. Cultivada overnight em caldo LB, em shaker a 200 rpm, a 37°C e
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4 divididos em 5 grupos'de 10 peixes e inoculados com 0.1 ml i.p nas doses de 0.004ug,
0.02pg, 0.1pg'e OB g por peixe, respectivamente. O grupo controle recebeu 0.1 ml de
PBS (pH 7,2). 24 horas apds a administragdo os peixes foram desafiados com 0.1 ml de

A. hydrophila (2x108 UFC/peixe) e depois de 24 horas foram coletadas amostras
sanguineas de todos os individuos para avaliacdo da bacteremia. As doses de 0.5ug e
0.1pug se mostraram melhores em promover protecao (Figura 3). No experimento que
avaliou diferentes tempos de administracdo da CPG 1668 antes do desafio, os animais
foram divididos em 5 grupos (10 peixes/grupo) e inoculados com 0.1 ml i.p na dose
0.5pg. Os tempos escolhidos foram: 24 horas, 48h, 96h e 7 dias antes do desafio com
0.1 mli.p de A. hydrophila (2x10% UFC/peixe). Amostras do sangue de todos os animais
foram coletadas 24 horas apds o desafio. Os peixes inoculados 96h antes do desafio
mostraram uma menor bacteremia em relagao aos outros tempos e ao controle (Figura
4). A recuperacdo bacteriana do sangue dos peixes em todos os experimentos foi feita
conforme (Zhang, M.). Uma maior capacidade de promover reducdo na bacteremia dos
peixes e aumentar a taxa de sobrevivéncia foi encontrada nos animais inoculados com
a CPG 1668 na dose de 0.5ug e 96h antes do desafio.

CONSIDERAGOES FINAIS:

Em um estudo anterior nos demonstramos que CpGs ODNs tem potencial adjuvante
guando associado a um antigeno modelo (Pavan et al., 2016). No presente estudo, nos
demonstramos que que a inoculacdo de peixes com CpGs ODNs protege os peixes do
desafio com A. hydrophila. A eficacia do CpGs ODNs depende da sequéncia do CpG ODN,
da dose e do tempo de administracdo previamente ao desafio com o patégeno. O uso
de CpG ODNSs representa um importante alternativa para o controle de infec¢Ges na
aquacultura.
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Figura 3. Bacteremia em peixes inoculados com diferentes CpGs ODN (0.5 pg/peixe), B-glucana (100ug) ou PBS e
desafiados com Aeromonas hydrophila (2 x 108 UFC/peixe). Amostras de sangue dos peixes (n = 10) foram coletadas
24 h apds o desafio e semeadas em dgar BHI. Os dados indicam a média + SEM do logaritmo natural do nimero de
coldnias isoladas (x+1) do sangue de cada peixe. As diferencas significativas entre grupos (p < 0.05) estdo

representadas por letras diferentes.
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Figura 4. Taxa de sobrevivéncia dos peixes inoculados com diferentes CpGs ODN (0.5 pg/peixe), B-glucana (100pg) ou
PBS e desafiados com Aeromonas hydrophila (2 x 108 UFC/peixe). Em cada grupo, os peixes inoculados (n = 50) foram
monitorados e o nimero de peixes mortos foi anotado diariamente por 7 dias. Os dados representam a taxa de
sobrevivéncia didria £ SEM. As diferencgas entre grupos estdo representados por letras diferentes (p < 0.001).
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Figura 5. Efeito da dose do ODN CpG 1668 na bacteremia de peixes desafiado com A. hydrophila. Grupos de peixes (n
=10) foram inoculados com diferentes doses de ODN CpG 1668 e 24 h apds receberam indculo de A. hydrophila (2 x
108 UFC/peixe).
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Figura 6. Taxa de bacteremia de peixes tratados com ODN CpG 1668 entre 7 e 1 dias antes do desafio com A.
hydrophila. Os peixes (n = 10) receberam CpG 1668 (0.5 pg/peixe) nos dias indicados e desafiados com A. hydrophila
(2 x 108 UFC/peixe).
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