título de anticorpos hemaglutinantes de Pacu, Piaractus mesopotamicus, como indicador de imunidade adquirida
(Hemagglutination antibodies titer in pacu, Piaractus mesopotamicus, as an indicator of acquired immunity)
RESUMO

A determinação do título de hemaglutinação é uma alternativa para avaliar as respostas do sistema imune adquirido, ou seja, analisar a capacidade de produção de anticorpos circulantes do organismo. O estudo foi realizado a fim de padronizar a titulação de anticorpos produzidos contra hemáceas de coelho em peixes previamente imunizados e submetidos a dietas com diferentes concentrações de levamisol (0, 250 e 500 mg.kg-1 de levamisol). O resultado é um aglomerado celular que pode ser visualizado a olho nu. Peixes do presente estudo alimentados com 250 mg.kg-1 de levamisol apresentaram maiores títulos de anticorpos hemaglutinantes, entretanto os alimentados com 500 mg.kg-1 apresentaram títulos semelhantes ao grupo controle, alimentado com dieta sem levamisol. Este estudo validou a metodologia para determinação do título de hemaglutinação do soro de peixe nativo imunizados, após administração de levamisol e verificou um aumento da concentração de anticorpos hemaglutinantes após administração de 250 mg.kg-1 de levamisol por 10 dias.
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SUMMARY
The evaluation of the hemagglutination titer is an option to evaluate the response of acquired immune system in order to assess the immunocompetence for antibodies production. The study was carried out in order to standardize the antibody titer against rabbit red blood cell in immunized fish and fed diets with levamisole (0, 250 e 500 mg.kg-1 of levamisole). As a result a cell cluster agglutination can be observed by naked eye. Fish fed 250 mg.kg-1 of levamisole have shown the highest hemagglutination antibodies titer, however fish fed 500 mg.kg-1 of levamisole have revealed titers equivalent to control group fed diet levamisole free. This study has validated the methodology for determination of hemagglutination antibodies titer of immunized fish and has found an increase in antibodies titer after administration of 250 mg.kg-1 of levamisole during 10 days.
KEY-WORDS: acquired immune system, antibody, immunostimulant, methodology.
INTRODUÇÃO

A determinação do título de hemaglutinação é uma alternativa para avaliar as respostas do sistema imune adquirido, ou seja, analisar a capacidade de produção de anticorpos circulantes do organismo (Kumari & Sahoo, 2005, 2006).
O sistema imune de peixes é um mecanismo de defesa dividido em inato e adquirido, ambos divididos em defesa mediada por célula e humoral. O sistema inato é considerado a primeira barreira contra agentes invasores, por outro lado, o sistema adquirido necessita da presença do antígeno para desencadear reações que culminarão no aumento de anticorpos circulantes específico, e em conseqüência memória imune (Bayne, 2001; Ellis, 2001).

Os anticorpos e os linfócitos compõem os mecanismos da defesa adquirida humoral e mediada por células respectivamente. Os anticorpos ligam-se aos microrganismos e podem ativar a fagocitose, promover a neutralização, ou a opsonização do agente, bem como a ativação do complemento e da citotoxicidade mediada por células (Ellis, 2001).
As respostas do sistema imune de peixes podem ser influenciadas por algumas substâncias, tais como o levamisol. Este composto é uma droga anti-helmíntica sintética comumente utilizada em mamíferos, que apresenta uma potente ação sobre os sistemas imune inato e especifico de peixes (Kiron et al., 2012). Este imunoestimulante promove aumento de alguns parâmetros, tais como a atividade citotóxica de leucócitos (Cuesta et al., 2002), número de fagócitos (Mulero et al., 1998; Findlay & Munday, 2000), atividade respiratória de macrófagos (Siwicki, 1989; Mulero et al., 1998), e melhora das respostas imune especifica (Jeney & Anderson, 1993; Cuesta et al., 2004).

O pacu, Piaractus mesopotamicus pertencente a família Characidae e subfamília Myleinae, possui características especiais como rusticidade, fácil adaptação alimentar, crescimento rápido e facilidade de reprodução artificial (Oliveira et al., 2004; Queiroz et al., 2005). Entretanto, para esta espécie, há escassos métodos validados visando à avaliação das respostas do sistema imune específico, como a produção de anticorpos (Biller et al, 2013). Assim, o objetivo foi padronizar um modelo mais simplificado e que se fundamenta no uso de hemáceas de coelho como antígeno para a indução e mensuração de anticorpos produzidos por pacus submetidos a dietas com diferentes concentrações de levamisol.

MATERIAL E MÉTODOS

Animais, delineamento experimental e amostragens

Foram utilizados 180 pacus, Piaractus mesopotamicus, com peso médio de 218,92 ± 47,74 g e comprimento total 21,36 ± 2,15 cm, distribuídos em 18 aquários de polietileno com capacidade de 100 litros, dispostos em sistema de circulação aberta, com renovação contínua de água proveniente de poço artesiano com temperatura constante (aproximadamente 29°C). Os peixes receberam alimento comercial (28% PB, 3% lipídeos, 1% fibra, livre de levamisol) por 20 dias para adaptação às condições laboratoriais, em seguida passaram a receber as rações experimentais até a saciedade aparente, em duas refeições diárias. As rações experimentais foram preparadas com a ração comercial à qual se acrescentou 0, 250 e 500 mg.kg-1 de levamisol. Os parâmetros físico-químicos da água se mantiveram dentro dos valores descritos na criação da espécie (Urbinati & Gonçalves, 2005): temperatura 28,82 ± 0,67°C; oxigênio dissolvido 5,96 ± 0,89 mg.L−1, NH4 0,41 ± 0,22 mg.L-1 and e pH 7,09 ± 0,11.
Os peixes de todos os tratamentos receberam as respectivas rações experimentais por dez dias, e após este período, peixes de cada um dos aquários foram inoculados com suspensão de hemácias de coelhos a 10%. Após 15 dias, dois peixes de cada um dos aquários que compõem os tratamentos (12 peixes por tratamento) foram amostrados e anestesiados em benzocaína (0,1 g.L-1), e passaram por coleta de sangue por punção da veia caudal. O soro após coagulação foi submetido à titulação dos anticorpos hemaglutinantes.
Titulo de Anticorpos Hemaglutinantes

A fim de titular os anticorpos produzidos contra hemácias de coelho, foi realizada uma reação de soroaglutinação, que são reações de floculação celular, na qual o antígeno é constituído por células estáveis. O resultado é um aglomerado celular que pode ser visualizado a olho nu.
Suspensão de hemáceas de coelhos e inoculação

Uma alíquota de sangue total de coelhos foi misturada a um mesmo volume de solução de Alséver (anticoagulante pH 6,1) e a solução resultante foi filtrada em gaze estéril. No momento do uso, os hemáceas foram ressuspensos, lavados e centrifugados (centrifuga refrigerada a 3000g por 3 min) por 3 vezes com o tampão fosfato estéril (PBS, composto por NaCl (0,137M), KCl (2,7 mM), KH2PO4 (1,5 mM), Na2HPO4 (8,1 mM), CaCl2 (0,9 mM), MgCl2 (0,49 mM), em água destilada Milli-Q qsp 1 litro), com ph 7,4. A suspensão foi diluída a 1% (densidade óptica entre 0,8 e 0,9 a 700 nm) para realização do teste nas microplacas e a 10% para inoculação nos peixes.

Reação de soroaglutinação

Inicialmente, o soro hiperimune de peixe, obtido após 15 dias da inoculação de hemácias a 10%, foi inativado a 56°C por 20 minutos para desnaturação de proteínas do sistema complemento, que são termo sensíveis e apresentam grande capacidade de lisar hemácias. Foram utilizadas microplacas de acrílico estéril, na qual foram distribuídos com pipetador multicanal, 50 µL de tampão PBS nas 96 cavidades da placa. Em seguida 50 µL do soro inativado foi depositado na primeira coluna, e a partir desta solução o soro foi seriadamente diluído em razão 2 no tampão PBS das cavidades seguintes até a penúltima cavidade, a última cavidade foi utilizada como controle negativo, onde havia apenas 50 (L tampão PBS, mantendo um volume final de 50 (L por cavidade, e ao fim as seguintes diluições dos soros: 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512, 1/1024, 1/2048. Em seguida foram adicionados 50 (L de suspensão de hemácias de coelho a 1% em todas as cavidades utilizando pipetador multicanal, e a reação foi recoberta com filme plástico e incubada por 16-18 horas a temperatura ambiente. O título de anticorpos hemaglutinantes foi definido como a última diluição do soro apresentando aglutinação visível, e os valores expressos em Log10 do recíproco da diluição.
Delineamento e análise estatística

Os resultados obtidos foram submetidos à analise de variância (ANOVA) e as médias comparadas pelo Teste de Tukey (5%). Diferenças foram consideradas significativas quando P<0.05.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Peixes alimentados com 250 mg.kg-1 de levamisol apresentaram maiores títulos de anticorpos hemaglutinantes, entretanto os alimentados com 500 mg.kg-1 não apresentaram títulos diferentes do grupo controle, alimentado com dieta sem levamisol. A ação do levamisol já foi avaliada em outras espécies e Cuesta et al. (2004) encontraram em Sparus aurata concentrações elevadas de IgM após duas semanas de administração de levamisol e o efeito persistiu por mais de seis semanas. Bem como Hung et al. (1997) que relataram que em enguia japonesa, as concentrações de imunoglobulinas apresentaram picos após três a quatro semanas de imunização.
A melhora da resistência contra diversos agentes etiológicos após administração de levamisol foi observada em peixes desafiados com Vibrio anguillarum (Kajita et al., 1990), A. hydrophila (Baba et al., 1993), Paramoeba sp. (Findlay et al., 2000; Munday & Zilberg, 2003), Edwardsiella tarda (Sahoo & Mukherjee, 2002), Photobacterium damselae (Leano et al., 2003) além de nematóides como Anguillicola crassus (Geets et al., 1992), entretanto as respostas imunomoduladoras do levamisol sobre a produção de anticorpos são dependentes da dose e do tempo de administração, sendo necessário investigar melhor esses dois parâmetros em futuros estudos para avaliar profundamente a ação desde composto sobre as respostas do sistema imune (Kiron et al., 2012).
A hemaglutinação é uma reação entre antígenos particulados, como uma suspensão celular homogênea de bactérias ou hemácias de coelho e o soro de peixe previamente imunizado (Tizard, 2002; Kumari & Sahoo, 2005, 2006). A produção de anticorpos pelos peixes imunizados decorre do reconhecimento do antígeno particulado, inicialmente pelo sistema inato, pelas células apresentadoras de antígenos (macrófagos ou células dendríticas), que processam os antígenos em partículas, e irão num primeiro momento desencadear respostas imunes e de proliferação, e num segundo momento, conjuntamente com os compostos específicos de defesa, desencadear resposta de memória (Abbas & Lichman, 2004). Fatores celulares e humorais dos sistemas adquirido e inato atuam conjuntamente para induzir o aumento de anticorpos circulantes (Iwana & Nakanishi, 1996; Magnadottir et al., 2011).

A avaliação da produção de anticorpos é muito importante, pois este fator humoral do sistema adquirido é fundamental para reconhecimento de patógenos e deflagração de respostas que culminarão em destruição do agente, bem como memória imune. O aparecimento de doenças, apesar das defesas do organismo, pode ocorrer principalmente em situações de excesso de matéria orgânica na água, em situações de estresse ou presença de parasitos (Post, 1987). Em pisciculturas brasileiras, grandes perdas econômicas ocorrem devido à surtos causados por microrganismos, dentre eles bactérias, fungos e parasitos, sendo ainda que o uso indiscriminado de antibióticos em doses sub-terapêuticas nas rações dos peixes resultam em aumento da resistência das bactérias aos antibióticos em todo o mundo (Suhet et al., 2011; Vieira, 2003; Vivekanandhan et al., 2002).

Atualmente, a defesa contra microrganismos podem ser estimulada através de imunização e uso de imunoestimulantes, com consequente aumento da concentração de anticorpos circulantes, melhoras na sobrevivência e no desempenho produtivo (POUEY et al., 2011; Suhet et al., 2011; Tizard, 2002). Na aquicultura, a imunização pode ser uma alternativa para o uso de antibióticos, uma vez que a prevenção de doenças é fundamental para o desenvolvimento da atividade (ROMANO & MEJÍA, 2003; Plant & LaPatra, 2011).
Neste sentido, métodos para avaliar a competência imunológica são muito úteis em estudos comparativos, principalmente os que utilizam amostras diminutas, adicionalmente, o método de determinação do título de anticorpos hemaglutinantes validado para pacus neste trabalho é um método simples que analisa a capacidade de produção de anticorpos por peixes imunizados. Entretanto, a fim de evitar prejuízos na determinação do titulo de hemaglutinação, a desnaturação de proteínas do sistema complemento é um passo importante, uma vez que estas proteínas apresentam afinidade natural por hemáceas e como conseqüência promovem lise celular (Biller et al, 2012). 

A hemaglutinação é uma reação com antígenos particulados e tal reação se verifica somente com antígenos situados na superfície celular, e muitas vezes a identificação destes antígenos pode ocorrer de forma natural, sem a necessidade de imunização prévia, como verificado por Kumari & Sahoo (2005), Sahoo (2005) e Dash et al. (1993). Os anticorpos que realizam a hemaglutinação são normalmente multivalentes, sendo que a classe isotípica – Ig M tem maior atividade aglutinante. Como peixes apresentam maior concentração de IgM, a reação de hemaglutinação pode ser observada de forma muito efetiva (Biller et al., 2014; Dash et al., 1993).

CONCLUSÕES

A padronização de técnicas para avaliar indicadores do sistema imune para peixes nativos é de grande importância para pesquisa nacional. Este estudo validou a metodologia para determinação do título de hemaglutinação do soro de peixe nativo imunizado, após administração de levamisol e verificou um aumento da concentração de anticorpos hemaglutinantes após administração de 250 mg.kg-1 de levamisol por 10 dias.
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FIGURA

Figura 1. Título de anticorpos hemaglutinates contra hemáceas de coelhos de pacu, Piaracus mesopotamicus previamente imunizados (média ± desvio padrão). Diferenças significatovas são indicadas por diferentes letras (P<0.05).

[image: image1.emf]b

a

b

0

1

2

0 250 500

Título de Anticorpos  (LOG

10

)

Levamisol (mg.kg

-1

)


14

Gráf3



b

a

b

b



0.2094	0.1885	0.1246	1	0	250	500	1.2377	1.5666	1.1437999999999999	Levamisol (mg.kg-1)



Título de Anticorpos  (LOG10)





Ac aglutinantes 7 dias inocul

		Amostra		Tratamento		Título		Log10		Log 2		Média		DV

		1		T1

		2		T1		16		1.2041

		3		T1		32		1.55051												Desvio Padrão

		4		T1		16		1.2041								0		1.2377		0.2094

		5		T1												250		1.5666		0.1885

		6		T1		16		1.2041								500		1.1438		0.1246

		7		T1		16		1.2041

		8		T1

		9		T1		16		1.2041

		10		T1		16		1.2041

		11		T1		8		0.903

		12		T1		8		0.903

		13		T1		16		1.2041

		14		T1		16		1.2041

		15		T1		32		1.55051

		16		T1		32		1.55051				1.2377176923		0.2094894875

		17		T2		32		1.55051								(% cfu/control)

		18		T2		32		1.55051

		19		T2		32		1.55051										1		2

		20		T2		32		1.55051										2		4		3		4		5		6		7

		21		T2		32		1.55051														8		16		32		64		128

		22		T2		64		1.8061

		23		T2		32		1.55051

		24		T2		32		1.55051

		25		T2		64		1.8061

		26		T2		64		1.8061

		27		T2		32		1.55051

		28		T2		32		1.55051

		29		T2		32		1.55051

		30		T2		32		1.55051

		31		T2		32		1.55051

		32		T2		32		1.55051				1.598433125		0.1030316229

		33		T3		32		1.55051

		34		T3		32		1.55051

		35		T3		32		1.55051

		36		T3		32		1.55051

		37		T3		128		2.1072

		38		T3		32		1.55051

		39		T3		32		1.55051

		40		T3		16		1.2041

		41		T3		32		1.55051

		42		T3		32		1.55051

		43		T3		32		1.55051

		44		T3		32		1.55051

		45		T3

		46		T3

		47		T3

		48		T3		32		1.55051				1.5666853846		0.1885254811

		49		T4

		50		T4		8		0.903

		51		T4		16		1.2041

		52		T4		16		1.2041

		53		T4		8		0.903

		54		T4		16		1.2041

		55		T4		16		1.2041

		56		T4		16		1.2041

		57		T4		16		1.2041

		58		T4		16		1.2041

		59		T4		16		1.2041

		60		T4		16		1.2041

		61		T4		8		0.903

		62		T4		16		1.2041

		63		T4		16		1.2041

		64		T4		16		1.2041				1.14388		0.124667244



b

a

b

b



0.2094	0.1885	0.1246	1	0	250	500	1.2377	1.5666	1.1437999999999999	Levamisol (mg.kg-1)



Título de Anticorpos  (LOG10)



Levamisol (mg.Kg-1)
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