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TOAZZA, Caroline Silva. ArtinM como imunoestimulante de neutrofilos em juvenis de
tildpias do Nilo (Oreochromis niloticus). 2011. 41f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia
Animal — area de concentragdo em Sanidade Animal) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina. 2011.

RESUMO

A aquicultura ¢ um dos sistemas de produgdo que mais cresce no mundo. Neste contexto, o
Brasil, se destaca como um dos paises com grande potencial para a piscicultura, pois além de
possuir vasto territorio pluvial, suas condi¢des climaticas favorecem o implemento de cultivos
de peixes. A tilapia é uma das principais espécies para a piscicultura nacional. Os sistemas
intensivos usados na criagdo de tildpias, caracterizados pela alta taxa de estocagem,
associados a praticas de manejo constantes e inadequadas e falhas nutricionais podem alterar a
qualidade da dgua propiciando a ocorréncia de doengas. A maior causa de perdas econdmicas
no cultivo de tilapias sdo as doengas de origem bacteriana como a estreptococose. Dentre as
principais estratégias para controle da estreptococose estd o uso de substincias
antimicrobianas, porém estes quimioterapicos induzem a sele¢do de bactérias resistentes, além
de ser uma fonte de poluicdo ambiental. A utilizacdo de substancias quimicas sintéticas e
bioldgicas, fatores nutricionais, hormdnios e citocinas, consideradas imunoestimulantes,
favorecem os mecanismos de defesa nos animais, sdo importantes alternativas na prevengao e
controle de patdgenos na piscicultura podendo substituir o uso de antibidticos. Substancias
bioldgicas como as lectinas de extratos de plantas, tém apresentado bons resultados como
imunoestimulantes, podendo ser encontradas em todos os tecidos vegetais. A ArtinM, uma
glicoproteina, extraida da semente de jaca (Artocarpus integrifdlia), é capaz de induzir a
haptotaxia in vivo (em ratos) e in vitro (em células humanas), ativacdo de macrofagos e
acelerag¢do do processo de cicatrizagdo ocular em coelhos. A haptotaxia induzida por ArtinM
ocorre devido a lectina reconhecer glicanas presentes na superficie de células do sistema
imune inato como, neutréfilos, macrofagos, células dendriticas e mastdcitos. O objetivo deste
trabalho foi determinar a agdo da ArtinM na haptotaxia de neutrofilos presentes no exsudato
peritoneal de 120 juvenis de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) inoculados por via
intraperitoneal (i.p) com Streptococcus agalactiae. Para isto as tilapias foram divididas ao
acaso em doze aquarios submetidas a quatro tratamentos/grupos (G1: controle; G2: inoculada
i.p. com ArtinM, G3: inoculada i.p. com S. agalactiae; G4: inoculada i.p. com ArtinM e
desafiadas com S. agalactiae). Apos seis e 24 horas da inoculagdo do estimulo as tilapias
foram sacrificadas e amostras de exsudato peritoneal e sangue do vaso caudal foram
coletadas. Para a determinacdo da concentracdo da ArtinM os resultados obtidos foram
analisados pelo teste do Qui-quadrado no nivel de 1% de significancia, ja para a determinagao
da inoculagdo experimental e desafio os resultados foram obtidos através do emprego do
software SASM-Agri de Canteri et al. (2001), sendo aplicado o teste de Scott-Knott no nivel
de 5% de significancia. Os resultados deste trabalho mostraram que a inoculagdo i.p. de 1,0
ug ArtinM/animal atua na haptotaxia de neutrdfilos no exsudato peritoneal de juvenis de
tilapias do Nilo. Desta forma, ArtinM pode ser uma alternativa na profilaxia de juvenis de
tilapias do Nilo inoculadas com S. agalactiae.

Palavras-chave: Peixes. Streptococcus agalactiae. Haptotaxia. Lectinas. Leucécitos. ArtinM.



TOAZZA, Caroline Silva. ArtinM as neutrophil immunostimulants in juveniles of Nile
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ABSTRACT

Aquiculture is one of the fastest growing production systems in the world. In this context,
Brazil is highlighted as one of the countries with the greatest potential for pisciculture, since it
not only has large pluvial territory, but also its climate conditions favor the implementation of
fish culture. National pisciculture is based on the production of tilapia. Intensive systems used
in the breeding of tilapia, characterized by high storage rates, associated to constant and
inadequate handling practices and nutritional failure can alter the quality of water, enabling
the occurrence of diseases. The greatest causes of economic losses in the culture of tilapia are
diseases of bacterial origin, such as streptococose. Among the main strategies for the control
of streptococose is the usage of antimicrobial substances. However, these chemotherapy
products induce the selection of resistant bacteria, as well as being a source of environmental
pollution. The usage of synthetic and biological chemical substances, nutritional factors,
hormones and cytokines, considered immunostimulants, once these compounds favor the
defense mechanism in animals is an important alternative in the prevention and control of
pathogens in pisciculture, in substitution to the usage of antibiotics. Biological substances
such as lectins from plant extracts have presented good results as immunostimulants, and can
be found in all vegetable tissues. ArtinM, a glycoprotein, extracted from the seeds of jack fruit
(Artocarpus integrifélia), is able to induce haptotaxis in vivo (in mice) and in vitro (in human
cells), activation of macrophages and acceleration of the process of eye cicatrization in
rabbits. Haptotaxis induced by ArtinM happens due to the lectin recognizing glycans present
in the surface of cells from the innate immune system such as neutrophil, macrofage, dendritic
and mast cells. The aim of this paper is to determine the action of ArtinM in the haptotaxis of
neutrophil present in the peritoneal exudate of one hundred and twenty juveniles of Nile
tilapia (Oreochromis niloticus) intraperitonially inoculated (i.p) with Streptococcus
agalactiae. For this, tilapias were randomly divided in twelve aquariums submitted to four
treatments/groups (G1: control; G2: i.p. inoculated with ArtinM, G3: i.p. inoculated with S.
agalactiae; G4: i.p. inoculated with ArtinM and challenged with S. agalactiae). After six and
24 hours of inoculation of the stimulus, the tilapia were sacrificed and samples of peritoneal
exudate and caudal vase blood were collected. The results obtained were analyzed by Chi-
square test at 1% significance level; and to determine the experimental inoculation and
challenge, the results were obtained using the software SASM-Agri from Canteri et al. (2001),
and Scott-Knott tests with 5% significance level were applied. Results of this paper show that
1.p. inoculation of 1,0 pg ArtinM/animal acts upon the haptotaxis of neutrophils in peritonial
exudate of juvenile Nile tilapia. In this manner, ArtinM can be an alternative in prophylaxis of
juveniles in Nile tilapia innoculated with S. agalactiae.

Key words: Fish. Streptococcus agalactiae. Haptotaxis. Lectin. Leucocites. ArtinM.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 — IMUNOESTIMULANTES EM PEIXES

Resumo: Na aquicultura, a piscicultura de dgua doce ¢ a atividade que vem se mostrando
mais promissora, sendo a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) uma das espécies mais
cultivadas mundialmente. Gragas ao seu vasto territorio e condigdes climaticas favoraveis, o
Brasil ¢ um dos paises com grande potencial para o desenvolvimento da piscicultura. O
sistema de cultivo intensivo torna os peixes mais susceptiveis ao surgimento de enfermidades
bacterianas. Entre elas a estreptococose ¢ uma das mais impactantes, devido a taxa de mor-
talidade. O tratamento da estreptococose ¢ realizado através da antibioticoterapia, no entanto
o uso de antibidticos em sistemas de cultivo de peixes ¢ bastante problemdtico, podendo
causar o desenvolvimento de microorganismos resistentes além de grande impacto ambiental.
Uma alternativa ao uso de antibiodticos, os imunoestimulentes sdo capazes de atuar no sistema
imunolégico dos peixes e conferir maior resisténcia a esses animais frente a patdgenos. Os
imunoestimulantes sdo substincias quimicas e bioldgicas, fatores nutricionais, hormoénios e
citocinas. Dentre os imunoestimulantes bioldgicos, as lectinas, com ampla distribui¢do na
natureza sdo encontradas em plantas, animais vertebrados, invertebrados e microorganismos.
As lectinas de plantas estdo presentes em todos os tecidos vegetais, porém as extraidas de
sementes sao as mais utilizadas devido a alta concentracdo. Entre as lectinas encontradas em
semente de jaca (Artocarpus integrifolia), a jacalina e a ArtinM, possuem propriedades
bioldgicas distintas. As propriedades imunoestimulantes da ArtinM, descritas na literatura sao
indugdo da haptotaxia in vivo e in vitro, ativagdo de macrofagos e aceleragdo do processo de
cicatrizacdo ocular em coelhos. A capacidade da ArtinM melhorar o sistema imune dos
animais pode indicar a utilidade desta proteina na profilaxia em juvenis de tilapias do Nilo.

Palavras-chave: Peixes. Streptococcus agalactiae. Haptotaxia. Lectinas. Leucécitos. ArtinM.

1.2 — IMMUNOSTIMULANTS IN FISH

Abstract: In aquaculture, fresh water pisciculture is a very promising activity, and Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) is one of the most widely cultivated species worldwide. Thanks to its
vast territory and favorable climatic conditions, Brazil is one of the countries with great
potential for the development of pisciculture. Intensive culture system render the fish more
susceptible to the appearance of bacterial diseases. Among the bacterial diseases,
streptococose is one of the most impacting, due to the high mortality rates. The treatment of
streptococose is made through antibiotic therapy, however the use of antibiotics in fish
cultivation system is very problematic, once it might lead to the development of resistant
microorganisms, as well as causing great environmental impact. An alternative to the use of
antibiotics, immunostimulants are able to act on the immunologic system of fish, granting
more resistance to these animals towards pathogens. Immunostimulants are chemical and
biological substances, nutritional factors, hormones and cytokines. Among biological
immunostimulants, lectins, with wide distribution in nature, are found in plants, vertebrate,
invertebrate animals and microorganisms. Plant lectins are presented in all vegetable tissues.
However, those extracted from seeds are more used due to their abundance. Among lectins
found in the seeds of jack fruit (Artocarpus integrifolia), jackalin and ArtinM, have distinctive
biological properties. Among the immunostimmulating properties of ArtinM, those described



14

in literature are the induction of in vivo and in vitro haptotaxis, activation of macrophages and
acceleration of eye cicatrization process in rabbits. The capacity of ArtinM in improving the
immune system in animals shows the usage of this protein in the prophylaxis in Nile tilapia
juveniles.

Key words: Fish. Streptococcus agalactiae. Haptotaxis. Lectin. Leucocites. ArtinM.

1.3 — INTRODUCAO

A aquicultura ¢ um dos sistemas de produgdo de alimentos que mais cresce
no mundo. Dados da FAO (2009) mostram que a aquicultura mundial cresceu drasticamente
nos ultimos 50 anos, partindo de uma produgdo de 1 milhdo de toneladas, nos anos 50, para
uma produgdo superior a 52 milhdes de toneladas em 2006. Apesar da estagnacao do
crescimento da pesca extrativista no mundo, a aquicultura mundial vem mantendo um
crescimento de 6,1% em termos de quantidade produzida, e 11% em termos de valor capital
movimentado com a atividade (FAO, 2009). Neste contexto, o Brasil € o pais que apresenta o
maior potencial para a producao de pescado através da aquicultura, tendo em vista a vastidao
de seu territorio, com mais de 2/3 ocupando a regido tropical e bacias hidrograficas
privilegiadas, onde se destaca a bacia amazdnica responsavel por 20% da agua doce do
mundo (ANUALPEC, 2002).

A aquicultura nacional baseia-se essencialmente nas cadeias de producao da
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) ¢ do camardo marinho (Litopenaeus vannamei), sendo
o segundo pais sulamericano em produgdo, ficando atras apenas do Chile (FAO, 2006).
Atualmente os estados brasileiros que mais concentram a producdo de tilapias sdo Parana,
Ceard, Sao Paulo, Bahia e Santa Catarina (KUBITZA, 2007).

H4 em nosso pais uma tendéncia a intensificagdo cada vez maior dos
sistemas de producdo de peixes (QUEIROZ; LOURENCO; KITAMURA, 2002). A
concentragdo dos animais e 0 manejo intenso inerentes aos sistemas intensivos de producao
favorecem a disseminagdo de patogenos (CRIVELENT et al., 2006) e ocasionam surtos
epizodticos com grande mortalidade de peixes, acarretando prejuizos ao produtor
(TAVECHIO; GUIDELLI; PORTZ, 2009). Das enfermidades que causam as maiores perdas
econdmicas na piscicultura, as de etiologia bacteriana estdo entre as mais impactantes (LIMA,
2007).

O maior problema sanitario de origem bacteriana em sistemas de cultivo
intensivo de tilapias € a estreptococose, considerada uma doenca septicémica (SALVADOR

et al., 2005). Casos de infec¢do por Streptococcus spp foram descritas em mais de 20 espécies
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de peixes de diferentes paises dos varios continentes (OLIVARES-FUSTER et al., 2008;
MIAN et al., 2009). No Brasil o primeiro relato de isolamento de Streptococcus agalactiae (S.
agalactiae) em tilapias do Nilo foi realizado por Salvador et al. (2005) no Estado do Parana.
Posteriormente esta bactéria também foi isolada nos Estados de Minas Gerais e Espirito Santo
(FIGUEIREDO et al., 2006). Os estreptococos sdo bactérias oportunistas amplamente
distribuidas no ambiente aquatico que em condi¢des favordveis, tais como grande quantidade
de matéria organica, multiplicam-se e provocam surtos nos peixes. Uma vez instalada a
infec¢do, muito trabalho e tempo sdo necessarios na tentativa de controlar o agente patogénico
do sistema de produgdo (KUSUDA; KAWALI, 1998).

A principal estratégia para o controle das doengas bacterianas nos peixes € o
uso de antimicrobianos como medida terapéutica e/ou preventiva (KUMMERER, 2004).
Porém, o seu uso indiscriminado causa, inevitavelmente, a sele¢do de bactérias resistentes em
relacdo ao agente ativo da substancia utilizada, representando potencial risco a satide humana
(WHO, 2004).

A vacinagdo na aquicultura surge como alternativa ao uso de
antimicrobianos, podendo ser administrada por inoculagdo, imersdo ou administragdo oral
(SACCHETIN et al.,, 2010), porém esses métodos apresentam diferentes vantagens e
desvantagens quanto a eficiéncia da imunizagdo, praticidade, efeitos colaterais e custo —
beneficio (GUDDING; LILLEHAUGA; EVENSEN, 1999). Apesar das vacinas contra
Streptococcus iniae e Streptococcus agalactie ja serem produzidas e utilizadas em diversos
paises, no Brasil, apenas uma vacina contra vibriose foi registrada para uso na aquicultura
(KUBITZA, 2008). Segundo Kubitza (2008), em breve, novos produtos deverdao estar
disponiveis, visto que as empresas e laboratorios que produzem vacinas para organismos

aquaticos t€ém muito interesse no grande mercado representado pela tilapicultura no Brasil.

1.4 — UTILIZACAO DE IMUNOESTIMULANTES NA AQUICULTURA

Numerosos estudos tém mostrado que os imunoestimulantes podem ser
usados na aquicultura para melhorar o desempenho zootécnico e a resisténcia a patdgenos
durante condigdes de estresse (SAKAIL 1999). Os imunoestimulantes sdo compostos de um
grupo heterogéneo capaz de ativar o sistema imunoldgico. Dentre eles, destacam-se
substancias quimicas sintéticas (levamisole, FK-565 — derivado de culturas de Streptomyces
olivaceogriseus), substancias biologicas (derivados de bactérias, polissacarideos, extratos

animais e vegetais), fatores nutricionais (vitaminas C e E), hormdnios (prolactina e hormonio
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do crescimento) e citocinas (SAKAI, 1999). Esses compostos sdo independentes em seu modo
de agdo, uma vez que cada imunoestimulante age de maneira restrita a sua célula alvo. A
maioria dos efeitos imunoestimulantes atua sobre os mecanismos de imunidade inata mas,
podem ter efeito positivo também na sintese de anticorpos (ANDERSON, 1992; SAKAI,
1999).

Seu uso pode ser de forma continua ou em periodos de curta duragdo, sendo
esta ultima a forma mais aconselhada. Quando fornecidos por curtos periodos (4-6 semanas)
os imunoestimulantes induzem aumento da resposta imune e retorno as condigdes normais
apos sua total metabolizacdo (BRICKNELL; DALMO, 2005; SAKAI, 1999). Desta forma, o
produtor tem maior flexibilidade no manejo da criagdo, uma vez que ele pode usar o aditivo
em periodos de maior risco dos surtos epizooticos, como na primavera € outono em que ha
maior variagdo de temperatura, antes de algum manejo e em época de reproducio
(BRICKNELL; DALMO, 2005; SAKAI, 1999).

Foi demonstrado que algumas vitaminas exercem efeitos imunoestimulantes
em peixes melhorando sua resposta a estimulos agressores. Segundo Lim, Yildirim-Aksoy e
Klesius (2005), dietas suplementadas com niveis elevados de vitamina C tém sido utilizadas
para aumentar a resposta imune e a resisténcia a doengas em salmonideos. Trutas arco-iris
(Oncorhynchus myki) ¢ salmdo do Atlantico (Salmo salar L.) suplementados com dietas
acima do recomendado para estas espécies (1000 mg de vitamina C/kg de dieta) tiveram
aumento significativo de leucécitos em relagdo aos peixes que receberam 60 mg de vitamina
C/kg da dieta (VERLHAC; GABAUDAN, 1994). Segundo Belo et al. (2005) a utilizagao de
450mg de vitamina E em pacus (Piaractus mesopotamicus) ¢ capaz de reduzir os niveis
plasmaticos de cortisol, impedindo a imunossupressdo nesses animais. A combinacdo de
vitaminas também pode ser eficaz. Tilapias do Nilo suplementadas com vitaminas C ¢ E e
inoculadas intraperitonealmente com (LPS) de Escherichia coli, apresentaram redugdo no
numero total de neutrdfilos circulantes no sangue e aumento na migracao de leucdcitos e
trombocitos para o foco inflamatério (MARTINS et al., 2008).

Dentre as varias substancias imunomoduladoras, a utilizacdo de B glicanos
de levedura ¢ bastante conhecida. Nos peixes, a suplementacdo com [-glicano induz a
ativacdo de macrofagos e estes por sua vez promovem a liberacdo de interleucina do tipo I
(IL-I), a qual estimula a multiplicacdo de linfocitos T e a produgdo de interferon,
desencadeando dessa maneira a defesa imune ndo especifica (RAA et al., 1992). Segundo
Salvador (2008) a suplementagdo com 0,3% de parede celular de levedura (Saccharomyces

cerevisiae) associada a vacinagdo contra Streptococcus agalactiae foi importante por
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incrementar a hematopoiese e leucopoiese. O efeito imunomodulatorio do B-glucano pode ser
diferente dependendo da espécie de peixe estudada, tempo de administracdo, via de
administracdo, dose e associagdo com outros imunoestimulantes (RAA et al., 1992;
YOSHIDA; KRUGER; INGLIS, 1995; DUNCAN; KLESIUS, 1996; SAKAI, 1999).

Outro composto utilizado como imunoestimulante na piscicultura é o
levamisol, uma droga sintética com atividade antiparasitaria. Segundo Jeney, Galeotti e
Volpatti (1994) robalos (Dicentrarchus labrax) submetidos a banhos em concentragdes de
1,0mg e 5,0 mg levamisol/L de agua, durante 30 minutos, tiveram aumento no niimero de
leucocitos e na atividade fagocitaria Porém quando usado para minimizar os efeitos
estressores causados pelo transporte em matrinxa (Brycon amazonicus), o levamisol ndo foi
capaz de minimizar a imunossupressao sobre leucdcitos e trombdcitos causadas pelos efeitos

fisiologicos negativos do transporte (OLIVEIRA, 2008).

1.5 — LECTINAS

E crescente o interesse da utilizagdo de extratos de plantas para prevencio
ou controle de patéogenos na aquicultura (CITARASU, 2010). Entre estas substancias, as
lectinas, tém apresentado os melhores resultados (POVINELI; FINARDI FILHO, 2002).

Amplamente distribuidas na natureza, as lectinas, sdo encontradas em
plantas, animais vertebrados, invertebrados e microorganismos (LIS; SHARON, 1998§;
MODY; JOSHI; CHANEY, 1995; KENNEDY et al., 1995). As lectinas representam uma
classe de glicoproteinas de origem nao imune, com um ou mais sitios por subunidade, que
pode ligar-se, especifica e reversivelmente a acUcares, através de pontes de hidrogénio e
interagdes de Van Der Waals (LIS; SHARON, 1998). Quando estas moléculas ligam-se a
carboidratos, sdo capazes de interagir com diversas moléculas dos fluidos bioldgicos e
receptores de superficie celular, agindo como decodificadores das informagdes trocadas entre
moléculas, células e organismos (SELL; COSTA, 2000).

Muitas lectinas vegetais sdo encontradas em sementes, embora sua presenga
ja tenha sido observada em todos os tipos de tecidos vegetais, como casca, folha, caule, frutos
e raizes (RATANAPO; NSAMJUNYAPORN; CHULAVATNATOL, 2001). Por serem mais
abundantes, as lectinas produzidas em 6rgdo de armazenamento, como as sementes, sao as

mais utilizadas (MOREIRA et al., 1991).
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1.5.1 - ARTINM

Moreira e Ainouz (1978) analisaram o extrato salino de sementes de jaca
(Artocarpus intergrifolia) e isolaram uma lectina com capacidade hemaglutinante de
hemaécias de varios mamiferos e aves. Esta lectina tem capacidade ligante a D-galactose e foi
denominada de jacalina. Estudos subsequentes revelaram que sementes de jaca também
continham uma pequena quantia de lectina D-manose-especifica (MIRANDA-SANTOS et al.,
1992) que foi primariamente nomeada como artocarpina, mas pesquisadores reivindicaram o
nome, dizendo té-lo usado anteriormente para designar uma outra lectina (CHOWDHURY;
AHMED; CHATTERIJEE, 1991). Como alternativa, foi entdo denominada provisoriamente
KM+ (SANTOS-DE-OLIVEIRA et al., 1994), mas outros autores continuaram referindo-se a
ela como artocarpina (MISQUITH et al., 1994; RANI et al., 1999; 2000; PRATAP et al.,
2002). Para padronizar a terminologia foi proposto por Pereira-da-Silva, Roque-Barreira e
Van Damme (2008) uma nova terminologia. Para isto, utiliza-se o género da planta ¢ a
espécie da qual a proteina ¢ derivada, neste caso, deriva-se da planta Artocarpus integrifolia e
por ser uma D-manose ligante propuseram entdo o nome ArtinM.

ArtinM e jacalina apresentam distintas a¢des bioldgicas e especificidade na
ligacdo aos carboidratos. Enquanto jacalina liga-se preferencialmente a um dissacarideo,
como a galactose (Galpf1-3GalNAc) (SASTRY et al., 1986), a ArtinM, liga-se a células que
contenham residuos de manose (Mana1-3[Mana1-6] Man) (MISQUITH et al., 1994). Rosa et
al. (1999) estudaram esta especificidade na ligacdo a carboidratos apresentada pelas lectinas
da semente de A. integrifolia, ¢ demonstraram que jacalina e ArtinM compartilham 52% de
homologia. Porém, ArtinM ndo sofre clivagem pos-transcricional em duas cadeias, em
contraste com a jacalina, conservando um ligante rico em glicina, o qual consegue discriminar
a liga¢do entre manose e galactose.

Em termos de agdo biolodgica, jacalina induz a secre¢do de IL-6 por células
monociticas U937 (TAIMI et al., 1994) e potencializa a resposta humoral a trinitrofenol e
Trypanosoma cruzi em camundongos (ALBUQUERQUE et al., 1999). ArtinM, por sua vez
tem sido usado para estudar a haptotaxia da migragdo de neutrofilos (SANTOS-DE-
OLIVEIRA et al., 1994).

Santos-de-Oliveira et al., (1994) ao purificarem ArtinM observaram que esta
lectina ¢ capaz de atrair neutr6filos in vitro (em células humanas) e in vivo (em ratos) através
de mecanismo haptotico. Segundo estes autores esta atracdo deve-se a intera¢do entre o sitio

de ligacdo a acucar da lectina e um glicoconjugado da superficie do neutréfilo. Pereira-da-
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Silva et al. (2006) demonstraram que ArtinM exerce acao estimulatoria na indugdo e migragao
de neutrofilos através do reconhecimento de residuos de manose presentes nos receptores para
quimiocinas CXCR2, expresso nas superficies de neutrofilos e mondcitos inflamatorios. A
participacdo de agucares como receptores na superficie de neutrdfilos abre novos caminhos na
pesquisa para potencializar ou inibir reagdes inflamatérias (PEREIRA-DA-SILVA et al.,,
2006).

ArtinM também ¢ capaz de promover a ativagdo de macrdfagos em
camundongos e consequentemente induzir a producdo e liberacdo de IL-12 (PANUNTO-
CASTELO et al., 2001), citocina que, por sua vez, estimula a secre¢do de IFN-y por
linfécitos. Esta propriedade foi avaliada em estudos com camundongos da linhagem BALB/c
infectados com Leishmania major que ap6s serem inoculados com ArtinM modificaram seu
padrdo de secre¢do de citocinas Th2 para Thl, conferindo protecdo contra a infec¢do por esse
parasita (PANUNTO-CASTELO et al., 2001).

Outra propriedade biologica descrita ¢ a capacidade de ArtinM acelerar o
processo de cicatrizagdo, como demonstrado por Chahud et al. (2009) ao tratarem com
ArtinM coelhos com lesdo de cornea. Estes autores observaram aumento de neutrdfilos no
local da lesdo na fase inicial do processo, acelerando a cicatrizagao.

Os bons resultados observados em outras espécies de animais, faz com que a
utilizagcdo de ArtinM possa ser experimentada como uma alternativa para melhorar a resposta
imune de juvenis de tildpias do Nilo em situagdes adversas, uma vez que aumenta no sitio da

lesdo o numero de neutrédfilos, conferindo maior resisténcia a patdogenos.



20

REFERENCIAS

ALBUQUERQUE, D. A. et al. The adjuvant effect of jacalin on the mouse humoral immune
response to trinitrophenyl and Trypanosoma cruzi. Immunology Letters, v. 68, p. 375-381,
1999.

ANDERSON, D. P. Immunostimulants, adjuvants, and vaccine carriers in fish: application to
aquaculture. Annual Review of Fish Diseases, n. 2, p. 281-307, 1992.

ANUALPEC 2002. Anuario da pecuéria brasileira. Instituto FNP. Ed. FNP Consultoria e
Comércio. Sao Paulo/SP, 400p, 2002.

BELO, M. A. A. et al. Effect of dietary supplementation with vitamin E and stocking density
on macrophage recruitment and giant cell formation in the teleost fish, Piaractus
mesopotamicus. Journal of Comparative Pathology, v. 133, p. 146-154, 2005.

BRICKNELL, I.; DALMO, R. A. The use of immunostimulantsin fish larval aquaculture.
Fish & Shellfish Immunology, v. 19, p. 457-472, 2005.

CHAHUD, F. et al. The lectin KM+ induces corneal epithelial wound healing in rabbits,
International Journal of Experimental Pathology, v. 90, p. 166-173, 2009.

CHOWDHURY, S.; AHMED, H.; CHATTERIJEE, B. P. Chemical modification studies of
Artocarpus lakoocha lectin artocarpin. Biochimie, v. 73, p. 563571, 1991.

CITARASU, T. Herbal biomedicines: a new opportunity for aquaculture industry.
Aquaculture International, v. 18, p. 403-414, 2010.

CRIVELENTI, L. Z. et al. Desempenho econdomico da criagdo de tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus) em sistema de producao intensiva. Veterinaria Noticias-Journal of
veterinary science Federal University of Uberlandia, v. 12, n. 2, p. 117-122, 2006.

DUNCAN, P. L.; KLESIUS, P. H. Dietary immunostimulants enhanced non-specific immune
response in channel catfish but not resistance to Edwardsiella ictaluri. Journal of Aquatic
Animal Health, v. 8, p. 1-7, 1996.

FISHERIES AND AQUICULTURE DEPARTMENT (FAO). Producéo pesqueira mundial,
por captura e aquicultura, por pais (2006). Disponivel em:
<ftp://ftp.fao.org/fi/stat/summary/summ_06/a-0a.pdf >. Acesso em: 09 set. 2010.

. The World States of Fisheries ad Aquiculture 2008. Food and Agriculture
Organization of United Nations, 2009. Disponivel em:
<ftp://ftp.fao.org/docrep/fao/011/10250e/10250e.pdf>. Acesso em: 14 set. 2010.

FIGUEIREDO, H. C. P. et al. Streptococcus agalactiae associado a meningoencefalite e
infecgdo sistémica em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) no Brasil. Arquivo Brasileiro
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v. 58, n. 4, p. 678-680, 2006.



21

GANIKO L. et al. Lectin KM+-induced neutrophil haptotaxis involves binding to laminin.
Biochim Biophys Acta, v. 1, n. 3, p. 152-63, 2005.

GUDDING, R.; LILLEHAUGA, A.; EVENSEN, O. Recent developments in fish
vaccinology. Veterinary Immunology and Immunopathology, v. 72, p. 203-212, 1999.

JENEY, G.; GALEOTTI, M.; VOLPATTI, D. Effects of immunostimulation on the
nonspecific immune response of sea bass, Dicentrarchus labrax, L. In: ABSTRACT FROM
THE INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON AQUATIC ANIMAL HEALTH. 1994. Anais...
Seattle, Washington, 1994. p. 4-8.

KUBITZA, F. Tilapias na bola de cristal. Panorama Aquicultura, v. 17, n. 99, p. 15-21,
2007.

. Tilapias na mira dos patdégenos. Panorama Aquicultura, v. 18, n. 107, p. 28-37,
2008.

KENNEDY, J. F. et al. Lectins, versatile proteins of recognition: a review. Carbohydrate
Polymers, v. 26, p. 219-230, 1995.

KUMMERER K. Resistance in the environment. Journal of Antimicrobial Chemotherapy,
v.54,n.2, p. 311-320, 2004.

KUSUDA, R.; KAWAI, K. Bacterial diseases of cultured marine fish in Japan. Fish
Pathology, v. 33, n. 4, p. 221-227, 1998.

LIMA, L. C. Doencas de importancia econdmica na piscicultura. In: III SEMINARIO DE
AQUICULTURA, MARICULTURA E PESCA. 2007, Belo Horizonte. Anais... Belo
Horizonte, 2007.

LIM, C,; YILDIRIM-AKSOY,,M.; KLESIUS, P. H. Nutrition,’immune response and disease
resistance in fish. In: SIMPOSIO DE NUTRICAO E SAUDE DE PEIXES, 1., 2005,
Botucatu. Anais... Botucatu, 2005. p. 46-83.

LIM C.; WEBSTER C. D. Tilapia: Biology, culture and nutrition, Na Imprint of the Haworth
Press, New York. p. 678, 2006.

LIS, H.; SHARON, N. Lectins: Carbohydrate-Specific Proteins That Mediate Cellular
Recognition. Chemical Reviews, v. 98, p. 637-674, 1998.

MARTINS, M. L. et al. Racao suplementada com vitaminas C e E influencia a resposta
inflamatoria aguda em tilapia do Nilo. Ciencia Rural, n. 38, p. 213-218, 2008.

MIAN, G. F. et al. Aspects of the natural history and virulence of S. agalactiae infection in
Nile tilapia. Veterinary Microbiology, v. 136, p. 180-183, 2009.

MIRANDA-SANTOS, I. K. F. et al. A. A crude extract of Artocarpus integrifolia contains
two lectins with distinct biological activities. Immunology Letters, v. 31, p. 65-72, 1992.



22

MISQUITH, S.; RANI, P. G.; SUROLIA, A. Carbohydrate binding specificity of the B-cell
maturation mitogen from Artocarpus integrifolia seeds. Journal of Biological Chemistry, v.
269, n. 48, p. 30393-30401, 1994.

MODY, R.; JOSHI, S.; CHANEY, W. Use of lectins as diagnostic and therapeutic tools for
cancer. Journal of Pharmacological and Toxicological Methods, v. 33, n. 1, p. 1-10, 1995.

MOREIRA, R. A.; AINOUZ, 1. L. Isolectins from jack fruit Artocarpus intergrifolia seeds.
Plant physiology, v. 61, p. 650, 1978.

MOREIRA, R. A. et al. Plant lectins, chemical and biological aspects. Memorias do
Instituto Oswald Cruz, v. 86, p. 211-218, 1991.

OLIVARES-FUSTER, O. et al. Molecular typing of Streptococcus agalactiae isolates from
fish. Journal of Fish Diseases, v. 31, p. 277-283, 2008.

OLIVEIRA, S. R. Efeito do levamisol sobre o desempenho produtivo e como mitigador
do estresse ao transporte em matrinxa (Brycon amazonicus), 2008. Dissertagdo (Mestrado
em Biologia de Agua Doce e Pesca Interior) - Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia,
Amazonia. 2008.

PANUNTO-CASTELO, A. et al. KM(+), a lectin from Artocarpus integrifolia, induces I1L-12
p40 production by macrophages and switches from type 2 to type 1 cell-mediated immunity
against Leishmania major antigens, resulting in BALB/c mice resistence to infection.
Glycobiology, v. 12:1035-42, 2001.

PEREIRA-DA-SILVA, G. et al. Neutropkil activation induced by the lectin KM+ involves
binding to CXCR2. Biochimica et Biophysica Acta, v. 1760, n. 1, p. 86-94, 2006.

PEREIRA-DA-SILVA, G.; ROQUE-BARREIRA, M. C.; VAN DAMME, E. J. M. Artin M:
A rational substitution for the names artocarpin and KM+. Immunology Letters, v. 119, p.
114-115, 2008.

POVINELI, K. L.; FINARDI FILHO, F. The multiple functions of plant lectins. Nutrire:
Revista da Sociedade Brasileira de Alimentacéo e Nutrigao, v. 24, p. 135-156, 2002.

PRATAP, J. V. et al. Crystal Structures of Artocarpin, a Moraceae Lectin with Mannose
Specificity, and its Complex with Methyl-a-D-mannose: Implications to the Generation of
Carbohydrate Specificity. Journal of Molecular Biology, v. 317, p. 237-247, 2002.

QUEIROZ, J. F.; LOURENCO, J. N. P.; KITAMURA, P. C. A Embrapa e a aquicultura:
demandas e prioridades de pesquisa, Brasilia: Embrapa Informagao Tecnologica, 2002.

RAA, J. et al. The use of immunostimulants to increase resistance of aquatic organisms to
microbial infections. In: SHARIFF, M.; SUBASINGHE, R. P.; ARTHUR, J. R. (Ed.),
Diseases in Asian Aquaculture, Manila: Fish Health Section. Asian Fisheries Society, 1992,
p. 39-50.



23

RANI, P. G. et al. Thermo-dynamic studies of saccharide binding to artocarpin, a B cell
mitogen, revealsthe extended nature of its interaction with mannotriose [3,6-Di-O-(alpha-D-
mannopyranosyl)-D-mannose]. Journal of Biological Chemistry, v. 274, p. 29694-29698,
1999.

. Isothermal titration calorimetric studies on the binding of deoxytrimannose
derivatives with artocarpin: implications for a deep-seated combining site in lectins.
Biochemistry, v. 39, p. 10755-10760, 2000.

RATANAPO, S.; NGAMJUNYAPORN, W.; CHULAVATNATOL, M. Interaction of a
mulberry leaf lectin with a phytopathogenic bacterium, P. syringae pv mori. Plant Science, v.
160, p. 739-744, 2001.

ROSA, J. C. et al. KM+, a mannose binding lectin from Artocarpus integrifolia: amino acid
sequence, predicted tertiary structure, carbohydrate recognition, and analysis of the B-prism
fold. Protein Science, v. 8, p. 13-24, 1999.

SACCHETIN, P. S. C. et al. Producdo de microparticulas de alginato contendo
Flavobacterium columnare inativada pelo método de emulsdo para vacinagdo de peixes por
via oral. Quimica Nova, v. 33, n. 2, p. 263-268, 2010.

SAKALI, M. Current research status of fish immunostimulants. Aquaculture, v. 172, p. 63-92,
1999.

SANTOS-DE-OLIVEIRA, R. et al. A neutrophil migration-inducing lectin from Artocarpus
integrifolia. Journal of Immunology, v. 153, p. 1798-1807, 1994.

SALVADOR, R. et al. Isolamento e caracterizagdo de Streptococcus spp. do grupo B em
tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) criadas em tanques rede e em viveiros de terra na
regido norte do Estado do Parana, Brasil. Ciéncia Rural, v. 35, n. 6, nov-dez, 2005.

SALVADOR, R. Imunizacdo e inflamagdo por Streptococcus agalactiae em tildpia do
Nilo (Oreochromis niloticus) alimentadas com racéo suplementada com parede celular
de Saccharomyces cerevisiae, 2008. 136f. Tese (Doutorado em Aquicultura) — Centro de
Aquicultura da UNESP, Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal. 2008.

SASTRY, M. V. et al. Analysis of saccharide binding to Artocarpus integrifolia lectin reveals
specific recognition of T-antigen (beta-d-Gal(1-3)d-GalNAc). The Journal of Biological
Chemistry, 261:11726-33, 1986.

SELL, A. M.; COSTA, C. P. Atividades biolégicas das lectinas PHA, WGA, jacalina ¢
artocarpina. Acta Scientiarum, v. 22, n. 2, p. 297-303, 2000.

TAIME, M. et al. Involvement of CD4 in interleukin-6 secretion by U937 monocytic cells
stimulated with the lectin jacalin. Journal of Leukocyte Biology, v. 55, p. 214-220, 1994.

TAVECHIO, W. L. G.; GUIDELLI, G.; PORTZ, L. Alternativas para a prevengdo ¢ o
controle de patdégenos em piscicultura. Boletim Instituto da Pesca, v. 35, n. 2, p. 335-341,
2009.



24

VERLHAC, V.; GABAUDAN, J. Influence of vitamin C on the immune system of
salmonids. Aquaculture and Fisheries Management, v. 25, p. 21-36, 1994.

YOSHIDA, T.; KRUGER, R.; INGLIS, V. Augmentation of non-specific protection in
African catfish, Clarias gariepinus (Burchell), by the long-term oral administration of
immunostimulants. Journal of Fish Diseases, v. 18, p. 195-208, 1995.

WHO, 2004. World Organization for Animal Heath. Organization International des
Epizooties, World Health Organization, and Food and Agriculture Organization of the United
Nations, 2004a. Joint FAO/OIE/WHO 1st Expert workshop on non-human antimicrobial
usage and antimicrobial resistance: scientific assessment. Geneva, Switzerland, 1-5.
December 2003. http://www.who.int/foodsafety/publicat.



25

2 OBJETIVOS

2.1 — OBIJETIVO GERAL

Determinar a agdo imunoestimulante da ArtinM em juvenis de tilapias do

Nilo (Oreochromis niloticus).

2.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a acdo da ArtinM na haptotaxia de neutrofilos em juvenis de
tilapias do Nilo
Determinar a concentracdo da ArtinM para a protecdo em juvenis de tilapias

do Nilo.
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3 ARTIGO PARA PUBLICACAO*

3.1 — ARTINM COMO IMUNOESTIMULANTE DE NEUTROFILOS EM JUVENIS DE TILAPIAS DO NILO

(OREOCHROMIS NILOTICUS)

3.2 — ARTINM AS NEUTROPHIL IMMUNOSTIMULANTS IN JUVENILE NILE TILAPIA

(OREOCHROMIS NILOTICUS)

Resumo: A estreptococose ¢ uma das mais importantes enfermidades na aquicultura,
causando altas taxas de mortalidade em peixes. A ArtinM, com atividade imunoestimulatoria,
¢ obtida de extrato de semente de jaca (Artocarpus integrifolia) atuando no sistema
imunolégico melhorando a resposta do sistema imune inato. O objetivo deste estudo foi
verificar a acdo da ArtinM na haptotaxia de neutréfilos presentes no exsudato peritoneal de
juvenis de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) inoculadas, por via intraperitoneal (i.p.),
com Streptococcus agalactiae. Apds a determinagdo da CL50 do S.agalactiae e¢ da
concentragdo da ArtinM foram estudadas 120 tilapias distribuidas ao acaso em doze aquérios
submetidas a quatro tratamentos/grupos (G1: controle; G2: inoculada i.p. com ArtinM; G3:
inoculada i.p. com S. agalactiae; G4: inoculada i.p. com ArtinM e desafiadas com S.
agalactiae). Apos seis e 24 horas da inoculagdo do estimulo, tilapias foram sacrificadas e
amostras de exsudato peritoneal e sangue do vaso caudal foram coletadas para andlise
leucocitos totais ¢ neutrdfilos. Para a determinagdo da concentragdo da ArtinM os resultados
obtidos foram analisados pelo teste do Qui-quadrado no nivel de 1% de significancia. Para
determinagdo da inoculagdo experimental ¢ desafio os resultados foram obtidos através do
emprego do software SASM-Agri de Canteri et al. (2001), sendo aplicado o teste de Scott-
Knott no nivel de 5% de significancia. Os resultados deste trabalho mostraram que a
inoculacdo i.p. de 1,0 pg ArtinM/animal atua na haptotaxia de neutrofilos no exsudato
peritoneal de juvenis de tilapias do Nilo. Desta forma, ArtinM pode ser boa alternativa na
profilaxia para juvenis de tilapias do Nilo inoculadas com Streptococcus agalactiae.

Palavras-chave: Peixes. Sistema imune. Proteina. Lectina. Haptotaxia.

Abstract: Streptococose is one of the most important diseases in aquiculture, causing high
mortality rates in fish. ArtinM, with immunostimulating activity, is obtained from the extract
of seeds of jack fruit (Artocarpus integrifolia) acting on the immunologic system, improving
the response of the innate immune system. The objective of this study is to verify the action of
ArtinM in the haptotaxis of neutrophils presented in the peritoneal exudate of juvenils of Nile
tilapia (Oreochromis niloticus) inoculated, intraperitoneally (i.p.) with Streptococcus
agalactiae. After determining CL 50 from S.agalactiae and the determination of ArtinM
concentration were studied of 120 tilapias randomly distributed in twelve aquariums
submitted to four treatments/groups (G1: control; G2: i.p. inoculated with ArtinM; G3: i.p.
inoculated with S. agalactiae; G4: i.p. inoculated with ArtinM and challenged with S.
agalactiae). After six and 24 hours of inoculation of stimulus, the tilapias were sacrificed and
samples from peritoneal exudate and blood from caudal vase were collected for the analysis
of total leucocites and neutrophiles. In order to determine ArtinM concentration, the results

! Artigo editado de acordo com as normas de publicagdo do periédico Ciéncia Rural.
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obtained were analyzed by Chi-square test at 1% significance level; and to determine the
experimental inoculation and challenge, the results were obtained using the software SASM-
Agri from Canteri et al. (2001), and Scott-Knott tests with 5% significance level were applied.
The results of this paper show that i.p. inoculation of 1.0 pg ArtinM/animal acts on the
haptotaxis of neutrophils on the peritoneal exudate of juvenile Nile tilapia. Therefore, ArtinM
can be a good alternative in the prophylaxis of Nile tilapia juveniles inoculated with
Streptococcus agalactiae.

Key words: Fish. Immune system. Protein. Lectin. Haptotaxis.

Introducéo

A producdo de tilapias tem apresentado um crescimento acelerado no Brasil
e no mundo (LOPERA BARRERO et al., 2006), principalmente em sistemas intensivos de
criacdo devido a aceitagdo do mercado, rusticidade e alta produtividade (KUBITZA, 1997).
Este tipo de sistema associado a praticas de manejo inadequadas e a falhas nutricionais podem
alterar a qualidade da 4agua propiciando a ocorréncia de enfermidades infecciosas
(BARCELLOS; SOUZA; WOEHL, 2000). Os antibidticos sdo produtos mais utilizados no
tratamento de infec¢des em peixes porém o seu uso indiscriminado favorece a selecdo de
bactérias, acarreta grande impacto ambiental e pode deixar residuos nos alimentos destinados
a0 consumo humano (HOLMSTROM et al., 2003). Uma alternativa a utilizacdo destas drogas
sdo as substancias imunoestimulantes obtida de extratos de plantas ou animais, derivados de
bactérias, polissacarideos, hormonios e compostos quimicos (SAKAI, 1999).

O actmulo de leucécitos no local de uma injuria proporcionado pela
mobilizagdo adequada e em tempo habil da microcirculagdo para o foco inflamado ¢
fundamental para a defesa do organismo e ¢é a principal caracteristica da inflamagao
(GARCIA-LEME, 1989). Apesar da literatura ser controversa ao descrever o componente
celular da infeccdo em peixes, estudos demonstraram a presenca de neutrofilos e macrofagos
em diferentes espécies de peixes submetidas a variadas substincias imunoestimulantes
(MACARTHUR et al., 1984; ENDO et al.,1997; SALVADOR, 2008).

Estudos demonstraram que as lectinas de extratos vegetais sdo capazes de
estimular o sistema imune dos vertebrados, mantendo a integridade dos leucécitos (LIS;
SHARON, 1986; KENNEDY et al., 1995; PEREIRA DA SILVA et al., 2006). A lectina
ArtinM, anteriormente conhecida como KM+ ou artocarpina, extraida da semente da jaca
(Artocarpus intergrifolia), exerce ac¢do estimulatoria induzindo a migrac¢do de neutréfilos.

Tendo em vista a expansdo da piscicultura, a aceitacdo comercial da tilapia e

0s prejuizos econdomicos causados pela estreptococose nestes peixes, o presente trabalho teve
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como objetivo avaliar o recrutamento de neutrofilos para o local do processo infeccioso
agudo, apos seis e 24 horas da aplicagdo de ArtinM em juvenis de tilapias do Nilo

(Oreochromis niloticus) desafiadas com Streptococcus agalactiae.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Imunopatologia de Peixes
(LIPPE) da Universidade Estadual do Norte do Parana (UENP), Bandeirantes. Ao todo, foram
utilizadas 270 juvenis de tilapias do Nilo em todos os experimentos realizados. As tilapias
foram mantidas em aquérios de vidro com volume 1util de 80 L, contendo 10 peixes em cada,
abastecidos com dgua de pogo artesiano com vazdo de 1L/min e aeragdo continua.
Diariamente, a temperatura (28,0 + 1,7°C) da agua foi aferida e, semanalmente, o potencial
hidrogenidnico (7,3 +0,3) e a concentragdo de oxigénio dissolvido (5,54 + 0,82mg/L),
permanecendo na faixa de conforto (BOYD, 1990). Em dias alternados as caixas foram

limpas por sifonagem.

Determinacéo da CL 50

Para a determinagdo da CL50 foi utilizado S. agalactiae isolado de tilapias
naturalmente infectadas e identificado segundo Vandamme et al. (1997) e Salvador et al.
(2005). Foram utilizados 30 tildpias distribuidas ao acaso em trés aquarios, contendo 10
peixes cada. Um grupo de peixes recebeu por via intraperitoneal (i.p.) 10%, o outro grupo 10° e
o outro 10* UFC/mL de S. agalactiae. Apos observagdo por 15 dias foi determinado a CL50
para o S. agalactiae (SALVADOR, 2008).

Determinacdo da Concentracdo da ArtinM

Foram utilizadas 120 juvenis de tilapias do Nilo distribuidas em 12
aquarios. Os animais foram divididos ao acaso em quatro grupos (n=40) submetidos a
tratamentos com trés repetigdes (n=30), contendo 10 peixes cada. O grupo controle (T1) foi
inoculado i.p. com 1,0 mL de solug@o tampao fosfato — salina (PBS), o grupo 2 (T2), grupo 3
(T3) e grupo 4 (T4) foram inoculados i.p. nas concentragdes 0,5, 1,0 e 1,5 ug ArtinM/animal
respectivamente. Apos 24 horas, os peixes de todos os grupos foram desafiados com 1,0 mL

de S. agalactiae (10°UFC/mL) e avaliados por 15 dias para a obtencdo do coeficiente de
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mortalidade diaria. A concentracao da ArtinM que levou a maiores taxas de sobrevivéncia foi

utilizada na inoculagdo experimental e desafio.

Inoculacdo Experimental e Desafio

Outras 120 juvenis de tildpias do Nilo foram distribuidas em 12 aquarios. Os
animais foram divididos ao acaso em quatro grupos (n=40) submetidos a tratamentos com trés
repeti¢des (n=30), contendo 10 peixes cada.

e Grupo 1 (Gl) — inoculados i.p. 1,0 pul de PBS e 24 horas apos
inoculado com 1,0 mL de PBS;

e Grupo 2 (G2) — inoculados i.p. com 1,0 pg de ArtinM diluidos em
0,5 mL de solugao salina estéril e 24 horas ap6s inoculados com 1,0
mL de PBS;

e Grupo 3 (G3) — inoculados i.p. com 1,0 ul de PBS e 24 horas apos
inoculado com 1,0 mL de solugdo de S. agalactiae na concentragdo
10° UFC/mL;

e Grupo 4 (G4) - inoculados i.p. com 1,0 pg de ArtinM diluidos em
0,5 mL de solugdo salina estéril e 24 horas apos inoculado com 1,0
mL de solugdo de S. agalactiae na concentragio 10° UFC/mL.

Apbs seis horas da inoculacdo 40 peixes (10 peixes de cada grupo) foram
anestesiados com solucao de eugenol (VIDAL et al., 2008) e eutanasiadas por sec¢ao medular
(PEDRAZZANI et al., 2007). O mesmo procedimento foi repetido com 24 horas. Apds
abertura da cavidade abdominal foi administrado 1,5 mL de RPMI 1640 (HIMEDIA®) estéril
na cavidade e coletado 1,0 mL do exsudato com pipeta Pasteur. O material obtido foi
colocado em tubos Falcon estéreis e centrifugado a 4000 xg (0°C)/6 minutos e entdo coletado
o sedimento que foi adicionado em laminulas em contato com placa de cultivo celular estéril.

Apoés incubagdo em estufa de didoxido de carbono (CO2) a 29°C por 30
minutos, as laminulas foram coradas com May-Grunwald-Giemsa-Wright, por 10 minutos, e
com Giemsa, por 20 minutos (LOYOLA, 2008). A contagem total e diferencial de leucocitos
foi realizada em 20 campos com objetiva de imersao.

Imediatamente antes do sacrificio dos animais, foi coletado de cada peixe
+1,0 mL de sangue por puncao do vaso caudal, com auxilio de seringas descartaveis contendo

EDTA (10%) para confeccdo de esfregacos sanguineos que foram corados pelo método de
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Rosenfeld (1947). A leitura foi realizada com objetiva de imersdo e os leucocitos totais e
trombocitos foram quantificados indiretamente segundo Hrube e Smith (1998).

Para a determinacdo da concentracdo da ArtinM os resultados obtidos foram
analisados pelo teste do Qui-quadrado no nivel de 1% de significancia, e para a determinagao
da inoculagdo experimental e desafio os resultados foram analisados através do emprego do
software SASM-Agri de Canteri et al. (2001), sendo aplicado o teste de Scott-Knott no nivel

de 5% de significancia.

Resultados

A concentracdo de 1,0 pg da ArtinM/peixe mostrou a maior taxa de
sobrevivéncia de peixes desafiados por via i.p. com S. agalactiae (Tabela 1).

As maiores médias de leucécitos totais (Tabela 2) obtidas no exsudato
peritoneal ocorreram em todos os grupos com 24 horas de inoculagdo, exceto para o Gl
(controle).

As maiores médias de neutrdfilos (Tabela 3) obtidas no exsudato peritoneal
foram encontradas com 24 horas nos grupos inoculados com ArtinM (G2) e com ArtinM e
desafiados com S. agalactiae (G4).

Na amostra de sangue coletada do vaso caudal ndo ocorreu diferenca

significativa da média de neutréfilos entre todos os grupos estudados (Tabela 4).

Discussao

Os dados existentes na literatura sobre a ArtinM sdo provenientes de estudos
realizados em outras espécies animais, ndo havendo dados do uso desta proteina em peixes.
Neste estudo, a aplicacdo de 1,0 ug de ArtinM/animal por via i.p. proporcionou a maior taxa
de sobrevivéncia nos juvenis de tilapias do Nilo desafiadas com S. agalactiae. Dose inferior
(0,5 ng/peixe) e superior (1,5 pg/peixe) ndo resultou em agdo protetora da proteina nos
peixes. Estudos com a ArtinM em diferentes espécies animais demonstraram que a dose
imunomoduladora ideal bem como seu efeito é variavel para as espécies. A inoculagdo air
pouch de 50 pg ArtinM/animal em camundongos infectados com Leishmania amazonensis
induziu a maior migracdo de leucocitos em 24 horas (TEIXEIRA et al., 2006), enquanto
camundongos infectados com Paracoccidiodes brasiliensis ¢ tratados com 0,5 pg

ArtinM/animal apresentaram maior resisténcia a infecgdo, através da producdo de IL-12, do
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que camundongos nao tratados (COLTRI et al., 2008). Em coelhos com lesao de cornea,
experimentalmente provocada, a aplicacdo de uma solugdo de 2,5 pg/ mL de ArtinM acelerou
o processo de cicatrizacdo corneana (CHAHUD et al., 2009).

Neste trabalho a aplicagdo de 1,5 pug de ArtinM/peixe (T4) mostrou
resultado inferior na taxa de sobrevivéncia dos animais ao comparado com a dose de 1,0 pg
de ArtinM/peixe (T3). Pesquisas relatam que a utilizagdo de doses mais elevadas de
imunoestimulantes pode causar imunossupressdo em peixes (SAKAI 1999). Segundo este
autor, o efeito de compostos imunoestimulantes ¢ diretamente dependente de uma dose ideal,
pois doses altas podem nao melhorar e até mesmo inibir a resposta imunoldgica. Assim, a
utilizacao de testes com diferentes doses ¢ uma estratégia chave para a descoberta de doses
que possam ser mais efetivas durante eventos associados ao estresse, tais como no transporte e
no ciclo reprodutivo dos animais aquaticos (BRICKNELL; DALMO, 2005).

De modo geral, o emprego de ArtinM melhora o sistema imune inato dos
animais, devido a ativagdo e haptotaxia de neutréfilos, mastocitos, células dendriticas e
macrofagos (GANIKO et al., 1998; PANUNTO-CASTELO et al., 2001; MORENO et al.,
2003; GANIKO et al., 2005; PEREIRA-DA-SILVA et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2006;
COLTRI et al., 2008). Segundo Carandina et al. (2009) a inoculagdo i.p. em tilapias do Nilo
de extrato bruto de sementes de A. integrifolia aumentou o nimero de células fagociticas no
local da injuria com 24 horas. Neste ensaio, apesar de ndo haver diferenca significativa entre
os grupos inoculados, exceto no grupo controle, as maiores médias de leucdcitos totais no
exsudato peritoneal foram obtidas com 24 horas.

Os neutroéfilos sao células abundantes no sangue e importantes na imunidade
inata podendo reconhecer, fagocitar e destruir varios patdogenos sem a ajuda da resposta
adaptativa (LOYOLA et al., 2002). Ganiko et al. (1998) postularam que ArtinM induz
haptotaxia de neutréfilos por interacdo simultanea desta lectina com uma glicoproteina na
superficie do neutrofilo e com componentes da matrix extra celular da parede dos vasos.
Ganiko et al. (2005) demonstraram que a laminina, presente na parede dos vasos, ao se ligar a
ArtinM potencializa a atividade desta proteina em neutréfilos, promovendo a migracdo destas
células por haptotaxia. No presente trabalho houve aumento significativo de neutr6filos na
coleta do exsudato inflamatorio realizada 24 horas apos a inoculagdo nos grupos que
receberam ArtinM (G2) e ArtinM e desafiados com S. agalactiae (G4).

Nos peixes, a composi¢do sanguinea ¢ dependente de fatores fisiologicos e
ecoldgicos, tais como o sexo, estdgio de desenvolvimento gonadal, estresse, infec¢des e

desequilibrios ambientais (MARINO et al., 2001; TAVARES-DIAS; MATAQUEIRO;
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PERECIN, 2002). Além disso, deve se considerar que nestes animais a resposta inflamatoria
ndo tem a mesma magnitude e nem ¢ padronizada, como ocorre nos mamiferos (GARCIA
LEME, 1989). Na coleta de sangue do vaso caudal, realizada com seis e 24 horas, apds a
aplicacdo da ArtinM ndo foi observada diferenga significativa entre as médias de neutrofilos

dos grupos estudados, o que demonstra a agao local e ndo sistémica da ArtinM.

Concluséao

A ArtinM, aplicada por via i.p., foi capaz de aumentar a migracdo de
neutréfilos para esta cavidade e este processo foi dependente da concentracdo da proteina e do
tempo, porém os mecanismos envolvidos na haptotaxia de neutrdfilos devem ser avaliados
posteriormente. Esta capacidade de ativar a resposta imune inata poderia ser utilizada como
imunoestimulante para controle de infecgdes na fase aguda. Este fato abre perspectivas para a
utilizacdo estratégica da proteina, principalmente nos periodos que antecedem o manejo dos

peixes.
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Tabela 1 — Taxa de sobrevivéncia em juvenis de tilapias do Nilo inoculadas por via
intraperitoneal com diferentes concentracdes de ArtinM e desafiadas com
Streptococcus agalactiae (10° UFC/mL), Laboratorio de Imunopatologia
de Peixes da Universidade Estadual do Norte do Parand (UENP),
Bandeirantes, 2010.
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Grupos Taxa de sobrevivéncia (%)
T1 (controle) 333b
T2 (0,5 pg/animal) 46,7 b
T3 (1,0 pg/animal) 63,3 a
T4 (1,5 pg/animal) 36,7b

Percentuais de sobrevivéncia seguidos de letras distintas diferem entre si pelo teste do Qui-quadrado (p<0,01).

Tabela 2 — Numero médio de leucocitos totais no exsudato inflamatério em juvenis
de tildpias do Nilo inoculadas por via intraperitoneal com ArtinM,
Streptococcus agalactiae, ArtinM e desafiadas com S.agalactiae,
Laboratorio de Imunopatologia de Peixes da Universidade Estadual do
Norte do Parana (UENP), Bandeirantes, Parana, 2010.

Grupos 6 horas * 24 horas *
G1 (Controle) 16 A B 1,07 33 b B 295
G2 (ArtinM) 1,0 A C 0,67 91 a A 251
G3 (S.agalactiae) 1,3 A B 1,16 7.8 a A 2,15
G4 (ArtinM+ S.agalactiae) 13 A B 1,16 88 a A 1,9

Médias seguidas de mesma letra mindscula para cada grupo e maitscula para cada horario ndo
diferem pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). * Desvio Padréo.

Tabela 3 — Numero médio de neutrofilos na cavidade peritoneal em juvenis de
tilapias do Nilo inoculadas por via intraperitoneal com ArtinM,
Streptococcus agalactiae e com ArtinM e desafiadas com S.agalactiae,
Laboratorio de Imunopatologia de Peixes da Universidade Estadual do
Norte do Parana (UENP), Bandeirantes, 2010.

Grupos 6 horas * 24 horas *

G1 (Controle) 1,6 a B 1,07 28 b A 1,81

G2 (ArtinM) 1,0 a C 0,67 6,1 a A 1,52

G3 (S.agalactiae) 1,3aB 1,16 39b A 1,91

G4 (ArtinM + S.agalactiae) 1,3 a B 1,16 4,8 a A 1,75

Meédias seguidas de mesma letra minuscula para cada grupo e mailscula para cada horario nao
diferem pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). *Desvio Padrio.



Tabela 4 — Numero médio de neutrofilos no vaso caudal em juvenis de tilapias do
Nilo inoculadas por via intraperitoneal com ArtinM, Streptococcus
agalactiae e com ArtinM e desafiadas com S.agalactiae, Laboratorio de
Imunopatologia de Peixes da Universidade Estadual do Norte do Parana
(UENP), Bandeirantes, 2010.
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Grupos 6 horas 24 horas
G1 (Controle) 91,7 a A 1014 a A
G2 (ArtinM) 999 a B 72,8 a B
G3 (S.agalactiae) 1080 a A 73,5 a A
G4 (ArtinM+S.agalactiae) 89,1 a B 67,0 a B

Meédias seguidas de mesma letra mintscula para cada grupo e maitscula para cada horario nio
diferem pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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Os resultados encontrados neste trabalho sugerem que:

A aplicagdo intraperitoneal de 1,0 pg da ArtinM/ peixe conferiu
maior resisténcia em juvenis de tilapias do Nilo (Oreochromis
niloticus) contra o S. agalactiae;

A aplicacdo intraperitoneal de ArtinM induziu a haptotaxia de
neutr6filos no exsudato peritoneal de juvenis de tilapias do Nilo;

A aplicagdo intraperitoneal de ArtinM ndo induziu a haptotaxia de
neutr6filos no sangue coletado do vaso caudal de juvenis de tilapias

do Nilo.
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Portuqués | Englis

ﬁaginma inicial - Artigos publicados = Assinatura _I.ndém;a'm Consultores’
Normas  Sktuacio doartigo  Sobre nds  Submissdo onling © Taxas

Normas para publicacdo

1. CIENCTIA RURAL - Revista Clentifica da Centro da Cidnclas Rurais da Universidade Faderal de Santa Maria
publica artigos cientificos, revisdes bibliograficas e notas referentes a drea de Ciéncias Agrdrias, que deverdo ser

destinados com exclusividade.

2. Os artigos cientificos, revisbes e notas devern ser encaminhados via elstrénica e editados em idioma
Portugués ou Inglés. Todas as linhas deverdo ser humeradas e paginadas no lado inferior direito. O trabalho
deverd ser digitado em tamanho A4 210 x 297mm com, no maximo, 25 linhas por pagina em espacgo duple, com
margens superior, inferior, esquerda e direita em 2,5cm, fonte Times New Roman e tamanho 12. O maximo de
paginas sera 15 para artigo cientifico, 20 para revis3o bibliografica e 8 para nota, incluindo tabelas,
graficos e figuras. Fqguras gréficos e tabelas devem ser disponibilizados ao final do texto & mdividualmente por
pagina, sendo que ndo poderdo ultrapassar as margens e nem estar com apr c3o p g

3. O artigo cientifico devera conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-
chave; Abstract; Key words; Introducdo com Revisdo de Literatura; Material e Métodos; Resultados e Discussio;
Conclusdo e Referéncias; Agradecimento(s) ou Agradecimento (s) e Apresentacio; Fontes de Aquisicdo e Informe
Verbal, quando for necessario o uso, devemn aparecer antes das referéncias. Antes das referéncias devera
também ser descrito, quando apropriado, que o trabalho foi apr do pela Comissao de Etica e
Biosseguranca da instituicio e que os estudos em animais foram realizades de acordo com normas
éticas. (Modelo .doc, .pdf).

4. A revisdo bibliografica deverd conter os seguintes tdpicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo;
Palavras-chave; Abstract; Key words; Introducfo; Desenvolvimento; Conclusio; e Referéncias. Agradecimento(s)
ou Agradecimento (s) e Apresentac¢do; Fontes de Aquisicdo e Informe Verbal, devem aparecer antes das
refer8ncias. Antes das r-fernm:uas devera também ser descrito, quando apropriado, que o trabalho foi
aprovado pela Comiss3o de Etica e Biosseguranga da instituicdo e, que os estudos em animais foram
realizados de acordo com normas éticas. (Modelo .doc, .pdf).

5. Anota d & ter os intes topicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumno; Palavias-chave; Abslract;
Key words; Texto (sem subdlwsao porém com introdugdo; metodologia; resultados e dlscuss-ao e conclusao
podendo conter tabelas ou ﬁguras}, Referéncias. Agradecimento(s) ou Agradecimento (s) e Apresentacio; Fontes
de Aquisicdo e Informe Verbal, caso existam devemn aparecer antes das referéncias. Antes das referéncias
devera também ser descrito, quando aprepriado, que o trabaiho foi aprovade pela Comisséo de Etica e
Biosseguranca da instituicdo e que os estudos em animais foram reahzadm de acordo com normas
eticas. (Modelo .dac, pdf).

6. N3o serdo fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no formato pdf no enderego eletrénico da
revista www.sclelo. br/cr.

7. Descrever o titulo em portugués e inglés (caso o artigo seja em portugués) - inglés e portugués {caso o artigo
seja em inglés). Somente a primeira letra do titulo do artigo deve ser maitiscula exceto no caso de nomes
proprios. Evitar abreviaturas e nomes cientificos no titulo. © nome cientifico sé deve ser empregado quando
estritamente necessario. Esses devem aparecer nas palavras-chave, resumo e demais segies quando necessirios.

8. As citagdes dos autores, no texto, deverdo ser feitas com letras maitisculas seguidas do ano de publicacdo,
conforme exemplos: Esses resultados estdo de acordo com os reportados por MILLER & KIPLINGER (1966) e LEE
et al. (1996), como uma ma formac&o congénita (MOULTON, 1978).

9. As Referénclas deverdo ser efetuadas no estilo ABNT (NBR 6023/2000) conforme normas préprias da revista.

9.1. Citacdo de livro:
JENNINGS, P.B. The practice of large animal surgery. Philadelphia : Saunders, 1985, 2v.

TOKARNIA, C.H. et al. (Mals de dois autores) Plantas toxicas da Amazénia a bovinos e outros herbivoros.
Manaus : INPA, 1979. 95p.
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9.4. Artigo completo:
O autor devera acrescentar a url para o artigo referenciado e o nimero de identificagao DOI (Digital Object

Identifiers), conforme exemnplos abaixo:

MEWIS, 1.; ULRICHS, CH. Action of amorphous diatomaceous earth against different stages of the stored product
pests Tribolium confusum (Coleoptera: Tenebrionidae), Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae),
Sitophilus granarius (Coleoptera: Curculionidae) and Plodia interpunctella (Lepidoptera: Pyralidae). Journal
of Stored Product Research, Amsterdam (Cidzde apcional), v.37, p.153-164, 2001. Disponivel em:
<http://dx.dol.org/10.1016/50022-474X%(00)00016-3>. Acesso em: 20 nov. 2008. doi: 10.1016/50022-474X(00)

00016-3.

PINTO JUNIOR, A.R. et al (Mais de 2 autores). Resposta de Sitophiius oryzae {L.), Cryptolestes ferrugineus
(Stephens) e Oryzaephilus surinamensis (L.) a diferentes concentragoes de terra de diatoméacea em trigo
armazenado a granel. Ciéncia Rural , Santa Maria (Cidade opcional}, v. 38, n. B, nov. 2008 . Disponivel em:
<hitp://www.scielo.br/scielo. php?script=sci arttext&pid=50103-84782008000800002&Ing=pta&nrm=iso>. Acesso
em: 25 nov. 2008. doi: 10.1590/50103-847820038000800002.

9.5. Resumos: ) .
RIZZARDI, M.A_; MILGIORANCA, M.E. Avaliacao de cultivares do ensaio nacional de girassol, Passo Fundo, RS,

1991/92_In: JORNADA DE PESQUISA DA UFSM, 1., 1992, Santa Maria, RS. Anais... Santa Maria : Pro-reitoria de
Pés-graduacdo e Pesquisa, 1992 V.1, 420p. p.236.

9.6, Tese, dissertacdo: ’ .
COSTA, 1.M.B. Estudo comparativo de algumas caracterisitcas digestivas entre bovinos (Charolés) e

bubalinos (Jafarabad). 1986. 132f. Monagrafia/Dissertacdo/Tese (Especializagao/ Mestrado/Doutorado em
Zootecnia) - Curso de Pés-graduacio em Zootecnia, Universidade Federal de Santa Maria.

9.7. Boletim:
ROGIK, F.A. Indistria da lactose. S3o Paulo : Departamento de Produgdo Animal, 1942, 20p. (Boletim Técnico,

20).

9.8. Informagao verbal:

Identificada no préprio texto logo apds a informagdo, através da expressdo entre parénteses. Exemplo: ... s8o
achados descritos por Vieira (1991 - Informe verbal). Ao final do texto, antes das Referéncias Bibliogréficas, citar o
endereco completo do autar {incluir E-mall), e/ou local, evento, data e tipo de apresentagdo na qual foi emitida a

informacéo.

9.9. Documentos eletrénicos:
MATERA, ].M. Afeccdes cirtirgicas da coluna vertebral: analise sobre as possibilidades do tr 1]

cirtirgice. S3o Paulo : Departamento de Cirurgia, FMVZ-USP, 1997. 1 CD.

GRIFON, D.M. Artroscopic diagnosis of elbow displasia. In: WORLD SMALL ANIMAL VETERINARY CONGRESS, 31.,
2008, Prague, Czech Republic. Proceedings... Prague: WSAVA, 2006. p.630-636. Acessado em 12 fev. 2007.
Online. Disponivel em: http://www.ivis.org/proceedings/wsava/2006/lecture22/Griffon1.pdf?LA=1

UFRGS. Transgénicos. Zero Hora Digital, Porto Alegre, 23 mar. 2000. Especiais. Acessado em 23 mar. 2000.
Online. Disponivel em: htip://www.zh.com.br/especial/index.htm

ONGPHIPHADHANAKUL, B. Prevention of postmenopausal bone loss by low and conventional doses of calcitriol or
conjugated equine estrogen. Maturitas, (Ireland), v.34, n.2, p.179-184, Feb 15, 2000. Obtido via base de dados
MEDLINE. 1994-2000. Acessado em 23 mar. 2000. Online. Disponivel em: http://www. Medscape.com/server-
java/MediineSearchForm

MARCHIONATTI, A.; PIPPI, N.L. Analise comparativa entre duas técnicas de recuperagdo de Ulcera de cormea ndo
infectada em nivel de estroma médio. In: SEMINARIO LATINOAMERICANO DE CIRURGIA VETERINARIA, 3., 1997,
Corrientes, Argentina. Anais... Corrientes : Facultad de Ciencias Veterinarias - UNNE, 1997. Disguete. 1 disguete

de 31/2. Para uso em PC.

10. Desenhos, grificos e fotografias sero denominados figuras e terSo o ndmero de ordem em algarismos
ardbicos. A revista nfio usa a denominacdo quadro. As figuras devem ser disponibilizadas individualmente por
pagina. Os desenhos figuras e grificos (com largura de no maximeo 16cm) devem ser feitos em editor grafico
sempre em qualidade maxima com pelo menos 800 dpl em extensdo .tiff. As tabelas devem conter a palavra
tabela, seguida do nimerc de ordem em algarismo ardbice e ndo devem exceder uma lauda.

11. Os conceitos e afirmacdes contidos nos artigos serdo de inteira responsabilidade do(s) autor(es).

12. Serd obrigatério o cadastro de todos autores nos metadados de submissdo. O artigo ndo tramitara enguanto o
referido item ndo for atendido. Excepcionalmente, mediante consulta prévia para a Comissao Editorial outro
expediente podera ser utilizado.

13. Lista de verificacdo (Checklist .doc, .pdf).
14. Os artigos serdo publicados em ordem de aprovacso.

15. Os artigos n#o aprovados serdo arquivados havendoe, no entanto, ¢ encaminhamento de uma justificativa pelo
indefarimento.

16. Em caso de divida, consultar artigos de fasciculos j& publicados antes de dirigir-se & Comiss8o Editorial.
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