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RESUMO GERAL

Este estudo avaliou a resposta imune humoral local e sistémica do Colossoma macropomum a
infeccdo pelo acantocefalo Neoechinorhynchus buttnerae, um parasito recorrente no cultivo
de tambaqui que tem ocasionado prejuizos as pisciculturas, especialmente na regido Norte do
Brasil. Primeiramente, realizou-se uma revisdo de literatura para constatacdo das principais
respostas nos peixes teledsteos a infeccdo por parasitos helmintos. Como resultado, observou-
se que o aumento do numero e tamanho de células produtoras de muco € a resposta mais
comum em quase todas as espécies investigadas. As células rodlets e mastocitos, juntamente
com neutrofilos e macréfagos estdo frequentemente associadas com a presenca de helmintos
nas mucosas, principalmente intestinal. A participacdo do sistema imune adaptativo na defesa
e eliminacdo de helmintos ainda € um campo pouco explorado devido as dificuldades
metodoldgicas e ao maior enfoque dado ao sistema imune inato dos peixes. Apesar disso, as
novas descobertas caracterizando diferengas nas respostas imunes locais e sistémicas tem
estimulado novas pesquisas direcionadas ao sistema imune adaptativo dos peixes em
infeccbes por helmintos. Propbs-se, entdo, a adaptacdo de um método ja estabelecido para
purificacdo e isolamento de imunoglobulinas em mamiferos, a fim de facilitar o estudo dessas
moléculas, principalmente em espécies nativas. A purificacdo de imunoglobulinas da mucosa
intestinal pelo método do acido caprilico foi realizada em 10 tambaquis infectados e 10
tambaquis ndo infectados. Isolou-se parcialmente algumas classes de imunoglobulinas, porém
a metodologia ainda precisa ser ajustada para atingir maior grau de pureza, verificada pela
eletroforese SDS-PAGE. Ainda assim, esta técnica mostra-se mais simples e apresenta menor
custo comparada as outras técnicas de purificagdo comumente utilizadas. No western blot foi
possivel detectar imunoglobulinas presentes no muco com anticorpos anti-lg totais séricos,
indicando a presenca de classe (s) similar (es) nos dois fluidos corpdreos do tambaqui. A
infeccdo pelo acantocéfalo Neoechinorhynchus buttnerae resultou na maior expressdo de
imunoglobulinas no muco intestinal, apresentado maior titulos de imunoglobulinas nos
animais infectados. Em um segundo experimento, 10 tambaquis infectados e 10 tambaquis
nédo infectados em duas classes de peso diferentes foram separados, coletando-se soro e muco
intestinal para a avaliagdo de componentes da resposta imune inata e adaptativa. A
imunohistoquimica do intestino de tambaqui infectados e nao infectados foi realizada a fim de
confirmar a presenca das imunoglobulinas na mucosa intestinal e a interacdo dessas moléculas
com o acantocéfalo. Foi observado o aumento dos titulos de imunoglobulinas totais e

fosfatase alcalina no soro, assim como dos niveis de proteinas totais no soro e no muco, € a



diminuicédo dos titulos de imunoglobulinas e fosfatase alcalina no muco intestinal dos animais
infectados. A presenca de imunoglobulinas em células presentes na lamina propria de animais
ndo infectados, no muco intestinal e em contato direto com a superficie do parasito nos
animais infectados foi revelada pela imunohistoquimica. Assim, nas infeccdes por
acantocéfalos, observa-se respostas locais e sistémicas do sistema imune do tambaqui,
evidenciando a importancia do muco para avaliacdo de alteragGes locais e do soro para avaliar

0 estado de saude do peixe.



ABSTRACT

This study evaluated the local and systemic humoral immune response of Colossoma
macropomum to infection by acanthocephalan Neoechinorhynchus buttnerae, a recurrent
parasite in tambaqui cultivation that has caused losses to fish farms, especially in Brazil
northern region. First, a literature review was performed to find out the main responses in
teleost fish to helminth parasite infection. As a result, it was observed that increasing the
number and size of mucus producing cells is the most common response in almost all species
investigated. Rodlet cells and mast cells, together with neutrophils and macrophages are often
associated with the presence of helminths in the mucosa, especially intestinal mucosa. The
role of the adaptive immune system in helminth defense and elimination is still a poorly
explored field due to methodological difficulties and the increased focus on the innate
immune system of fish. Nevertheless, new findings characterizing differences in local and
systemic immune responses have stimulated further research targeting the adaptive immune
system of fish in helminth infections. Therefore, it was proposed an adaptation of an
established method for the purification and isolation of immunoglobulins in mammals, in
order to facilitate the study of these molecules, especially in native species. Purification of
intestinal mucosal immunoglobulins by the caprylic acid method was performed on 10
infected and 10 uninfected tambaqui. Some classes of immunoglobulins have been partially
isolated, but the methodology still needs to be adjusted to achieve the highest purity, verified
by SDS-PAGE electrophoresis. Still, this technique is simpler and less expensive compared to
other commonly used purification techniques. In western blot, it was possible to detect
immunoglobulins present in the mucus with serum total anti-lg antibodies, indicating the
presence of equal class (es) in both tambaqui body fluids. Acanthocephalan infection
Neoechinorhynchus buttnerae resulted in higher immunoglobulin expression in the intestinal
mucus, presenting higher immunoglobulin titers in infected animals. In a second experiment,
10 infected and 10 uninfected tambaquis in two different weight classes were separated.
Serum and intestinal mucus were collected for evaluation of innate and adaptive immune
response components. Intestinal immunohistochemistry of infected and uninfected tambaqui
was performed to confirm the presence of immunoglobulins in the intestinal mucosa and the
interaction of these molecules with acanthocephalan. Increases in total immunoglobulin and
alkaline phosphatase titers were observed, as well as in serum and mucus total protein levels,
and decreased immunoglobulin and alkaline phosphatase titers in the intestinal mucus of

infected animals. The presence of immunoglobulins in cells present in the lamina propria of



uninfected animals and immunoglobulins in intestinal mucus and in direct contact with the
parasite surface was revealed by immunohistochemistry. Thus, in acanthocephalan infections,
local and systemic responses of the tambaqui immune system are observed, highlighting the
importance of mucus for the evaluation of local alterations and serum to assess the health
status of the fish.
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INTRODUCAO GERAL

A aquicultura é um setor em desenvolvimento no Brasil, sendo registrado de 2005 a
2015, um crescimento de 123% passando de 257 mil a 574 mil toneladas de pescado nesse
periodo (FLORES et al., 2016). Os peixes de agua doce correspondem a 84% da produgédo
aquicola brasileira, sendo a tilapia (Oreochromis niloticus) e o tambaqui (Colossoma
macropomum) responsaveis por 62% da producdo no Brasil, em 2016 (IBGE, 2017). Dentre
os diversos desafios para maior produtividade da aquicultura brasileira, a questdo sanitaria
tem sido uma preocupacgdo tanto para 0s consumidores que desejam um produto com
qualidade quanto para o produtor que deseja evitar perdas devido ao aparecimento de

doencas.

A intensificacdo dos sistemas de producdo, o manejo inadequado e problematicas
quanto a manutencdo da qualidade da agua gerou aumento nos registros de mortalidade
ocasionada por patdogenos (DE SANT’ANA et al., 2012; LACERDA et al., 2012; VIDEIRA
et al., 2016). A perda estimada para o setor aquicola brasileiro somente devido as doencas
chega a 84 milhdes de dolares/ano, sem contar a reducdo do potencial reprodutivo e o impacto
negativo na conversdo alimentar, diminuindo as taxas de crescimento (TAVARES-DIAS;
MARTINS, 2017). O manejo adotado, tais como a qualidade e quantidade de alimento, baixos
niveis de oxigénio na agua e a fonte da dgua usada para suprir os tanques contribuem para o
estresse dos animais tornando-os suscetiveis para a infeccdo e disseminacdo de doencas
infecto-parasitarias (DIAS et al., 2015).

O tambaqui é uma espécie nativa da Bacia Amazodnica, sendo a principal espécie
nativa cultivada no Brasil, representando, aproximadamente, 18% da producéo total de peixes
(IBGE, 2017). Nas pisciculturas, observa-se o aumento dos registros de doencas conforme se
intensifica o cultivo desta espécie, resultando em prejuizos para os produtores seja pela
mortalidade ou pela menor conversao alimentar dos peixes (MALTA et al., 2001; SANTOS et
al., 2013; TAVARES-DIAS et al., 2011; VIDEIRA et al., 2016). Na regido Norte, dentre as
diversas doencas reportadas, as infeccoes em tambaqui pelo acantocéfalo Neoechinorhynchus
buttnerae tem aumentado, sendo o primeiro registro de alta infeccdo feito por MALTA et al.
(2001) em regido proxima a Manaus — AM. Atualmente, ha registro de infeccdes por N.
buttnerae em outros estados da regido Norte e Nordeste (CHAGAS et al., 2015; OLIVEIRA
etal., 2015; LOURENCO et al., 2017; PEREIRA; MOREY, 2018).

As principais contribuices dos estudos sobre o sistema imune do tambaqui C.

macropomum estdo relacionadas ao uso de probidticos (FERREIRA et al., 2014; DE MELO
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LIMA et al., 2018), imunoestimulantes (DE OLIVEIRA et al., 2018; RIBEIRO et al., 2018), a
influéncia de fatores ambientais (SALAZAR-LUGO et al., 2009; SYLVAIN et al., 2016) e
caracterizacdo de alguns componentes humorais séricos como imunoglobulinas e lectinas
séricas (CARVALHO et al., 2012; DIAS et al., 2015). No entanto, pouco se conhece sobre a
variagdo da resposta imune ao longo da vida do animal, sendo este um fator importante na

previsdo da susceptibilidade a doengas em diferentes fases do ciclo produtivo.

Quanto a resposta imune frente a infeccdes por acantocéfalos, os estudos avaliam
principalmente os danos teciduais e a resposta imune celular associada ao local da infecgéo
(DE MATOS et al., 2017; JERONIMO et al., 2017; AGUIAR et al, 2018). Contudo, h& uma
lacuna quanto a caracterizacdo da resposta humoral, producdo de anticorpos locais (nas
mucosas) e sisttmicos (plasma) ou quanto a modulacdo de componentes imunes inatos e
adaptativos mediante a infeccdo por parasitas intestinais como Neoechinorhynchus buttnerae,
sendo tais estudos inexistentes na literatura até o0 momento. O presente estudo teve como
objetivo geral avaliar a resposta imune humoral sisttmica e local do tambaqui Colossoma
macropomum, propondo-se uma metodologia adaptada para a purificacdo e quantificacdo de
imunoglobulinas na mucosa intestinal. Além disso, teve-se por objetivo comparar a expressao
de anticorpos e enzimas relacionadas a imunidade dos peixes tanto no soro quanto no muco
intestinal de tambaqui, utilizando animais em diferentes fases de desenvolvimento, néo

infectados e infectados por Neoechinorhynchus buttnerae.
Esta Dissertacdo € composta por uma Introducéo Geral e por trés capitulos:

O Capitulo I € o artigo de revisdo que aborda 0s componentes imunes que participam
da resposta imune inata e adaptativa dos peixes teledsteos ja descritos quando esta infecgdo é
causada por helmintos ectoparasitos e endoparasitas.

O Capitulo 11 teve como objetivo principal apresentar um método para purificacdo e a
titulacdo das imunoglobulinas presentes no muco intestinal de tambaqui, Colossoma

macropomum, ndo-infectados e infectados pelo acantocéfalo Neoechinorhynchus buttnerae.

O Capitulo 111 compara a resposta imune humoral inata e adaptativa de tambaqui no
soro e no muco intestinal, avaliando o efeito das diferentes fases de desenvolvimento sobre
determinados componentes humorais do sistema imune desta espécie e a modulacdo desses

componentes pela infeccdo causada por N. buttnerae.
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Abstract

Fish immune systems have become the subject of several studies due to the growing
development of aquaculture and fisheries, and the demand for healthy produce for human
consumption. Among the parasites responsible for diseases in fish farming, helminths stand
out because they cause infections in farmed fish and decrease food conversion, zootechnical
performance and meat quality. In the present review, the components that participate in the
innate and adaptive immune responses of teleost fish that have so far been described are
presented in order to summarize the defenses that these hosts have recourse to, in combating
different groups of parasites.

Keywords: parasites, immune system, aquaculture

Resumo

O sistema imune dos peixes tem se tornado alvo de muitas pesquisas devido ao crescente
desenvolvimento da aquicultura e da pesca, assim como a exigéncia de obtencdo de animais
saudaveis para o consumo humano. Dentre os parasitos responsaveis pelas enfermidades na
piscicultura, os helmintos destacam-se por causarem infec¢es nos peixes cultivados e por
ocasionarem diminuigdo da conversdo alimentar, do desempenho zootécnico e da qualidade
da carne. Nesta revisdo, apresentaremos 0s componentes que participam das respostas imunes
inata e adaptativa dos peixes teledsteos ja descritos, a fim de sintetizar a quais defesas o
hospedeiro recorre frente aos diferentes grupos de parasitos.

Palavras-chave: parasitos, sistema imune, aquicultura
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Introduction

Studies on fish immune systems have increasingly gained attention due to the growing
development of aquaculture, given that occurrence of infections in fish is harmful to the entire
production chain (LEUNG & BATES, 2013; TAVARES-DIAS & MARTINS, 2017).
Considering the conditions to which fish are subjected in farming systems, such as
confinement, high density, excessive handling and transportation, their susceptibility to
infectious agents due to the stress produced is greater (OBA et al., 2009; MAGNADOTTIR,
2010). Besides that, the suppressive effect in immune system of fishes is observed not only
after handling in farming systems but also as a consequence of deficiencies in environmental
quality (oxygen, pH, temperature and ammonia levels, among others) and in diet
(DECOSTERE et al., 1999; SALVADOR et al., 2003; TORT, 2011).

The diversity of helminths that infect farmed fishes is lower when compared to wild
fishes (HEUCH et al., 2011; LI et al., 2018) due to restriction in contact between host and
parasites, however, the infection levels in farmed fishes is higher, condition that is usually
attributed to higher fishes densities (VIOLANTE-GONZALEZ et al., 2009; COSTA et al.,
2019). In turn, wild fish are more susceptible to co-infections due to the diversity of parasites
that are found in environment. In this condition, the host immune system response can be
modulated by one pathogen influencing its response to the subsequent infections, resulting in
immune suppression or in a faster response to infection (SCHMIDT-POSTHAUS et al., 2013;
KOTOB et al., 2017).

For example, Roon et al. (2015) demonstrated that an infection by trematode
Nanophyetus salminola impaired the immune response and increased the mortality of
Oncorhynchus tshawytscha when exposed to Flavobacterium columnare. Thus, the primary
infection has a direct impact in survival of fish in natural environment. Despite this, co-
infection of parasites in fish are very common in nature, either the relationship between the
parasites are synergetic or antagonistic, shaping the community dynamics (BARTOLI &
BOUDOURESQUE, 2007; HOSHINO et al., 2016).

Immune system of teleost fish

The immune system acts in defense against infections caused by non-self agents in all
living beings, in immune surveillance (to avoid appearance of tumors) and in maintenance of
vital functions (homeostasis), even in hostile environments (OLABUENAGA, 2000).

Didactically, the immune system is divided into the innate immune system (IIS) and the
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adaptive immune system (AIS). The components of the IIS trigger an immediate broad-
spectrum response because they recognize vital compounds that can be found in the major
groups of pathogens (URIBE et al., 2011). This response directs and activates the AlS, which
in turn assembles a specific response for each antigen (immunogen) or pathogen. The IIS
response usually has the same duration in each contact with antigens, while the AIS presents a
faster response in subsequent contacts with induction agents because it produces memory
cells. Therefore, cell and molecular components of IS and AIS act together and
simultaneously in relation to defense mechanisms and maintenance of homeostasis
(SECOMBES & WANG, 2012).

Fish innate immune system

The components of the innate immune system, such as pattern recognition receptors
(PRR), are found in all vertebrates and in some invertebrates, and have also already been
described in several plant species (JONES & DANGL, 2006; GHOSH et al., 2011). Teleost
fish have an IIS composed of physical barriers formed by scales, epidermis and mucus;
chemical barriers such as serum epithelial lysozymes, molecules of the complement system,
antibacterial peptides and lectins in the coating mucus; and microbiological barriers formed
by commensal bacteria in the skin, gills, and intestines of these fish (WATTS et al., 2001,
GOMEZ & BALCAZAR, 2008).

A variety of humoral components, such as transferrin, interferon, inhibitory proteins,
lysozymes acting alone or in cascades, antiproteases, type C lectins, pentraxins, natural
antibodies, cytokines and chemokines can be found in the plasma, mucus and other body
fluids (MAGNADOTTIR, 2006). In addition to these components, fish present leukocytes
analogous to those found in mammals, such as T lymphocytes, B lymphocytes, cytotoxic cells
(similar to NK cells), macrophages, eosinophils and polymorphonuclear leukocytes
(LIESCHKE & TREDE, 2009). Macrophages and other leukocytes are particularly important
in inflammatory processes and have the advantage of being able to rapidly mobilize a large
number of cells because they have receptors that recognize a wide range of pathogens
(SECOMBES, 1996; URIBE et al., 2011).

Fish adaptive immune system

The AIS only appeared, in terms of evolution, approximately 525 million years ago. It
formed a defense system that became increasingly important and sophisticated as jawed
vertebrate predators came into existence (FLAINIK & KASAHARA, 2010). The RAG1 and

RAG2 genes are responsible for the rearrangement of immunoglobulin D (diversity) J
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(Junction) gene (D) gene segments, producing a diversity of antigen receptors expressed on T
and B lymphocyte membranes. The antigenic peptides presented by major histocompatibility
complex (MHC) of class | and class 1l molecules interact directly with cytotoxic and
auxiliary T lymphocytes receptors, respectively (COOPER & ALDER, 2006). Thus, the
adaptive immune response consists of a complex network that involves specialized cells,
proteins, genes and cell signaling mechanisms, in order to allow organisms to specifically
respond to antigens.

Immunoglobulins (antibodies) in teleost fish can be produced by B lymphocytes, both
from the 1IS (B1) and from the AIS (B2). The predominant class of immunoglobulin in teleost
fish is M (IgM) (ACTON et al., 1971). However, two other classes of immunoglobulins can
also be identified: IgT/IgZ (DANILOVA et al., 2005) and IgD (EDHOLM et al., 2010). Class
IgT has been associated with the immunity of the intestinal mucosa (ZHANG et al., 2010). In
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), Zhang et al. (2011) detected higher levels of IgT in the
intestinal mucosa and higher levels of IgM in plasma, in response to intestinal infection
caused by bacteria. This suggests that the immunoglobulin IgT presents specialized action in
the intestinal mucosa. However, the function of this immunoglobulin and the processes that
trigger its production remain unknown, but is likely to have similar functions to mammalian
IgD (MASHOOF & CRISCITIELLO, 2016). In teleost fish, antibodies can be found in their
skin, intestines, gills, bile and, systemically, in plasma. The immune response of the skin, gills
and intestines is particularly important, since these present direct contact with the
environment (URIBE et al., 2011).

Immune organs

Production of immune system cells, i.e. myelopoiesis, occurs in the cephalic kidney
and in the spleen, given that fish do not present bone marrow. The cephalic kidney is
responsible for hematopoiesis and produces cells that enable phagocytosis and production and
secretion of a large proportion of the immunoglobulins, and that also enable immunological
memory (ZAPATA et al., 2006; WHYTE, 2007). The spleen is a secondary lymphoid organ
in which antigens are captured from the bloodstream, antibodies are processed and B
lymphocytes are activated and differentiated. It thus plays an important role in starting the
adaptive immune response (WHYTE et al., 1990; BROMAGE et al., 2004; SALINAS et al.,
2011).

The thymus is a primary lymphoid organ located close to the opercular cavity of fish
that has the function of producing T lymphocytes (BOWDEN et al., 2005). Differently from
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mammals, the development of the thymus in fish depends more on hormonal factors and
seasonal changes than on age (RAUTA et al., 2012).

The mucosa-associated lymphoid tissue (MALT) in teleost fish protects the intestines,
skin and gills. Although MALT does not present any form of organization resembling Peyer’s
patches in mammals, it presents macrophages, lymphocytes, plasma cells, mast cells and other
granulocytes that are seen in the lamina propria of epithelial tissues (PRESS & EVENSEN,
1999). The antibodies found in MALT present spatial and quantitative differences in relation
to the antibodies found in plasma, thus showing that MALT is locally able to promote antigen
capture and antibody production (SALINAS et al., 2011; XU et al., 2013; ROMBOUT et al.,
2014).

Fish Diseases and Triggering of the Immune Response

The immune response in teleost fish can be modulated by environmental and hormonal
factors, nutritional state and the phase of life of the fish (BOWDEN, 2008; RAUTA et al.,
2012; MARTIN & KROL, 2017; SZWEJSER et al., 2017). In their natural environment, fish
are parasitized by various groups, such as protozoa, myxosporeans, crustaceans and helminths
(THATCHER, 2000; MALTA et al., 2001; FISCHER et al., 2003; LUQUE, 2004;
WIEGERTIJES et al., 2005; CAMPOS et al., 2008; ARAUJO et al., 2009). Although the
diversity of parasite helminths in farmed fish is lower than in wild fish, parasitism is more
easily disseminated in fish farms because the high densities of fish contribute towards
spreading of pathogens (MAGNADOTTIR, 2010).

Among the various pathogenic agents responsible for causing diseases in fish,
helminths are a group of parasites that present epidemiological importance because the
injuries that they cause favor occurrences of secondary infections, thus hampering the
diagnosis and treatment (PYLKKO et al., 2006; MDEGELA et al., 2011; KOTOB et al.,
2017). In addition, helminth infection can also lead to hematological and metabolic alterations
that may be harmful to the health of fish, compromising fish survival, feed conversion, and
consequently their grow rate (HIRAZAWA et al., 2016; ROCHA et al., 2018). Therefore, the
present review provide an overview of the efforts that has been made to understand fish
reactions to helminth infection, highlighting the main immune responses of teleost fish to
infections caused by these parasites
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Infection by helminths in teleost fish

“Helminth” is a generic term that is used to refer to worms that belong to the phyla
Platyhelminthes, Nematoda and Acanthocephala. These worms cause infections both in
vertebrates and in invertebrates and most of these parasites have co-evolved with their hosts
(SITJA-BOBADILLA, 2008). Regarding the phylum Platyhelminthes, the species that belong
to the classes Trematoda, Cestoda and Monogenea (EHLERS, 1986) are all parasites, and are
responsible for occurrences of diseases in several economically important fish species
(OGAWA, 2015). However, both parasitic and free-living species can be found in the phyla
Nematoda and Acanthocephala.

Monogenea are mostly ectoparasites, and are mainly found in the gills, nostrils, eyes
and body surface of fish. In turn, helminths such as trematodes, cestodes, acanthocephalans
and nematodes are endoparasites that may infect the eyes, muscles and gastrointestinal tract
(GROBBELAAR et al., 2015; OGAWA, 2015; DEZFULLI et al., 2016). As reviewed by Sitja-
Bobadilla (2008), helminths have evolved using strategies of evading the immune system of
fish, such that, among other strategies, they are able to mask their antigens by bonding to the
host’s molecules, incorporate these molecules in their surface layer and explore the host’s
immune response itself in order to increase their adhesion to the infection area. On the other
hand, fish immune system respond with the aim of eliminating parasites or coexisting with
them when attempts to eliminate them fail.

One of the main and most frequent reactions of fish intestines against parasites
consists of hyperplasia of mucus-producing cells, which leads to excessive secretion of mucus
around parasites (DEZFULLI et al., 2016). The tissue damage caused by helminth infections
induces rapid production of cytokines and chemokines by innate immunity cells, such as
ILC2s (type 2 innate lymphoid cells), with mobilization of neutrophils, basophils and
eosinophils (HARRIS, 2017).

The cell response to infection can vary, depending on the type of injury caused by
parasites and their depth of penetration. Rodlet cells are granular leukocytes that are only
found in teleost fish. They are mainly recruited in cases of infections caused by helminths or
by the presence of harmful agents in tissues (REITE & EVENSEN, 2006). These cells
participate in the inflammatory response when helminths are only adhering to the intestinal
epithelium, while the presence of granulocytes and macrophages increases as penetration into
the intestinal wall becomes deeper (DEZFULI et al., 2011). In fish parasitized by helminths,

large numbers of mast cells have been found in infected regions, thus indicating that this cell
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type has a relationship with the response to these parasites (REITE & EVENSEN, 2006;
DEZFULI et al., 2013).

When parasites infect the host’s tissues, the damaged/dead cells release alarmins, also
known as damage-associated molecular patterns (DAMPS), which promote inflammatory
responses. Alarmins stimulate macrophages, dendritic cells and local mast cells to release pro-
inflammatory cytokines and chemokines, which will result in leukocyte migration into the
infected region (BIANCHI, 2007). Tumor necrosis factor alpha (TNF-a) stimulates local
release of cytokines and chemokines, thereby attracting neutrophils into tissue injury sites and
promoting antigen presentation, phagocytosis and co-stimulation of T lymphocytes.
Interleukin-1B is a type of cytokine that stimulates production of mucus, degranulation of
eosinophils/basophils and increased adhesion of neutrophils to vascular endothelium
(SECOMBES et al., 2001). Interleukin-6 seems to play an important role in regulation of the
transition between the inflammatory phase, with predominance of neutrophils, and the phase
in which macrophages predominate (COSTA et al., 2011) (Figure 1A).

Production of immunoglobulins can occur locally in the mucosa as a consequence of
antigen capture by intraepithelial lymphocytes (antigen-presenting B lymphocytes),
macrophages and dendritic cells (LUGO-VILLARINO et al., 2010; ROMBOUT et al., 2011).
These cells present antigens to auxiliary T lymphocytes that, in turn, co-stimulate B
lymphocytes (via interleukin-4) so as to activate them and stimulate their differentiation
(ZHU et al., 2012). In addition, auxiliary T lymphocytes promote the final differentiation of B
lymphocytes into plasma cells. Plasma cells secrete immunoglobulins (predominantly IgM
and 1gT/IgZ in the mucosa) that may permeate body fluids or be transported into the mucus
by polymeric immunoglobulin receptors (plgR) (ROMBOUT et al., 2014) (Figure 1B).
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It is believed that the spleen is the main lymphoid organ associated with the
production of systemic antibodies in fish (YE et al., 2013). In this organ, the antigens
presented by dendritic cells activate naive T lymphocytes and differentiate them into auxiliary

T lymphocytes (via interleukin-4), which will activate and stimulate differentiation of B

... Epithelial cell

. Mucous cell

Intraepithelial lymphocyte

W
LUMEN \
]
i Dendritic cell
- - ’ Master cell
P W . alarmins ‘ " @ Granulocytes
</ s r
“ia . o L (~ Rodlet cell
& o A ‘o e
Cytokines (IL-18, TNF-a, IL-6) W . Q) Naive T cell
‘ Chemokines u '\...J"
) Thecell
)
W@ Ic2
@
(6 g . © Bca

¥ Plasma cell

= IgM
/L' IgT/IgZ

SPLEEN _ . — § R
C M > SRR . N ~— Capillar

/ Helminth

Figure 1. Fish immune response to parasite helminths.

lymphocytes that are present in the marginal region of the spleen (lymphocytes B2). This
results in production of systemic antibodies (Figure 1C). However, the increased production
of antibodies that is detected as a response to various parasites may or may not result in

acquired protection for the host (WOOD & MATTHEWS, 1987; AIKEN et al., 2008;
SANDOVAL-GIO et al., 2008).

Monogenea

Monogeneans are mainly found parasitizing the gills and tegument of fish. Presence of
these pathogens can cause chronic debility, reduced growth and, in some cases, fish mortality
as a consequence of damage to the epithelial tissue, which act as a gateway for secondary
infections caused by viruses, fungi and bacteria (THONEY & HARGIS JR, 1991). In an

analysis on the hematological and biochemical parameters of catfish (Pangasaianodon
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hypophthalmus) infected by Thaparocleidus sp., significant increases in leukocyte counts and
plasma glucose levels were observed in groups with high and moderate levels of infection
(KUMAR et al., 2018). Hirazawa et al. (2016) observed that groups of greater amberjack
(Seriola dumerili) that were infected by the monogenean Neobenedeni girellae presented
lower growth and reduced appetite and significant reductions in total proteins and globulins,
compared with groups that were uninfected. Leukocytes alterations such as neutrophilia and
lymphocytosis are usually observed in infection by monogeneans, and it is also related
increases in hemoglobin concentration and the number of erythrocytes as a consequence of
reduced respiratory surface in gills (TAVARES-DIAS et al., 2008; ARAUJO et al., 2009;
MARINHO et al., 2015).

In a study on meagre (Argyrosomus regius) infected by Diplectanum sciaenae, Andree
et al. (2015) reported occurrences of hyperplasia and severe injury to the lamellar epithelium,
with moderate inflammation and presence of macrophages and lymphocytes in parasite
anchorage regions. Faliex et al. (2008) studied the expression of genes associated with the
immune response in European seabass (Dicentrarchus labrax) infected by Diplectanum
aequans. They detected increased expression of interleukin-1f (IL-1p) in the spleen and gills,
which indicated the presence of a local inflammatory response. Dezfuli et al. (2010a)
observed that hyperplasia and proliferation of mucous cells and rodlet cells occurred during
the inflammatory response. In addition, a subpopulation of mast cells was found in the
infected region, with presentation of piscidin-3 (an antimicrobial peptide) in cytoplasmic
granules. This suggests that these cells participate in the response to these parasites.

In addition to inflammatory responses, fish may also produce specific antibodies in
occurrences of infections by monogeneans. For example, in rainbow trout (O. mykiss) the
production of immunoglobulins specific to Discocotyle sagittata have been detected in fish
sera. However, titration of these antibodies did not present any correlation with the intensity
of infection (RUBIO-GODOQY et al., 2003). On the other hand, Costa et al. (2019) observed
that increases in total counts of leukocytes was significantly correlated with the intensity of
infection caused by monogeneans in the gills of tambaqui (Colossoma macropomum). In
addition, the parasitism as well as the level of immunoglobulins in tambaqui was higher in
highest stocking densities, indicating that higher densities favors parasitism in these systems.

In turn, in olive flounders (Paralichthys olivaceus), a glycoprotein of the ciliated
surface of the monogenean N. girellae was found to induce production of specific antibodies
that were detected in the mucus and plasma of infected individuals. These antibodies

presented agglutinating and immobilizing action against larvae of monogeneans, thus
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indicating that there was an integrated response between the IIS and AIS. Despite this, the
study did not show any occurrence of acquired protection in cases of reinfection
(HATANAKA et al., 2005). Further studies relating to the immune response to infections

caused by monogeneans are listed in Table 1.

Cestoda

In fish infected by cestodes, the IIS induces an inflammatory reaction to adhesion
structures of parasites in the intestinal mucosa (BUCHMANN & LINDENSTR@M, 2002).
Morley and Hoole (1995) evaluated the structural modifications to the parasite-host interface
of C. carpio that were infected by Khawia sinensis. They observed that the damage in regions
where parasites adhered was minimal. This damage consisted of flattening of adjacent
epithelial cells and increased mucus production around the parasites. There was also
mobilization of cells such as macrophages, eosinophils and lymphocytes, which were even
found as aggregates on the tegument of the parasites. In turn, in infection caused by
Eubothrium crassum in O. mykiss, there was mild enteritis, epithelial flaking and
vacuolization of epithelial cells, along with infiltration of mast cells and rodlet cells and
granulation of the lamina propria and submucosa (BOSI et al., 2005). Abdelmonem et al.
(2010) described an inflammation in the intestinal mucosa caused by Proteocephalus
macrocephalus in eels (Anguilla anguilla), which indicated that hyperplasia of goblet cells
was occurring and that, consequently, a large amount of mucus was covering parasites.
Infiltration of leukocytes into the lamina propria was also observed.

Molnér et al. (2003) investigated infection of Atractolytocestus huronensis in C.
carpio and found the epithelium had degenerated and been transformed into balloon-shaped
epithelium. In some cases, there was also absence of contact between the epithelium and the
parasites’ bodies. In this same study, lymphocytes and monocytes were observed adhering to
the parasites’ bodies, at the adhesion sites. In infected Prussian carps (Carassius gibelio),
metacestodes of Neogryporhynchus cheilancristrotus were found in the lamina propria of
bowel folds, surrounded by lysed and fragmented connective tissue cells, with major
infiltration by macrophages (MOLNAR, 2005). In Silurus glanis, close to the adhesion sites
for the parasite Glanitaenia osculata, it was reported that neutrophils and several mast cells
were close to and/or in contact with endocrine cells and mucous cells, thus indicating that an
interaction between these cells was present during the regulation process of the inflammatory
response (DEZFULI et al., 2017).
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Nie and Hoole (1998) evaluated the antibody response in C. carpio that were naturally
infected by Bothriocephalus acheilognathi, and after intraperitoneal administration of an
extract made from parasite bodies. Production of specific antibodies was observed three
weeks after injection of the extract, and increased numbers of antibodies and plasma cells in
the plasma were observed in the naturally infected fish. However, these numbers were not
significantly higher than in the uninfected group. In relation to this group of parasites, it has
also observed in some studies that parasites modulate the host’s immune response (as an
evasion strategy), thereby inhibiting production of antibodies and the activity of T
lymphocytes (MAZUR & TOLOCHKO, 2015). Other studies relating to the immune

response to infections by cestodes are listed in Table 1.

Trematoda

Infections caused by adult trematodes only rarely cause severe diseases or lead fish to
death. However, in most cases, they induce local inflammatory responses. On the other hand,
entry and migration of metacercariae in tissues may cause local hemorrhage and tissue
damage (WOO et al.,, 2011). In addition, infection by trematodes may increase the
susceptibility of fish to infection by bacteria, thus inducing a more exacerbated inflammatory
response (PYLKKO et al., 2006). Infections caused by trematodes in A. anguilla mainly
damage the villi of the mucosal epithelium. According to Dezfuli et al. (2015), the parasites
found in intestines were covered by a thick layer of adherent mucus. In this region, a large
number of rodlet cells and mucosal cells was found. In turn, in Tinca tinca, infection by
trematodes in the gills, intestine, spleen, kidney and heart produced granulomas around
metacercariae that were encysted in the submucosa, muscle and serous layer. Mobilization of
mast cells, rodlet cells and neutrophils was also seen; and formation of melanomacrophage
centers, i.e. macrophages containing melanin pigments, was present (DEZFULI et al., 2013).

In a study on Pacific bluefin tunas (Thunnus orientalis) that presented infection by
Didymocystis wedli in their gills, increased levels of interleukin-1p and TNF-o were observed.
In this organ, parasites were also found encysted in the fibrous layer of the connective tissue,
but with only a small number of lymphocytes (MLADINEO & BLOCK, 2010). Constenla et
al. (2011) observed that in situations of infection by Bathycreadium elongatum in
Trachyrincus scabrus, several nodules were formed in the pyloric cecum, in which degraded
digeneans were found. These nodules presented granulomas with several layers of connective

tissue, and macrophages were the most abundant cells.
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Cell responses to infections by Sanguinicola inermis in C. carpio was also found to
induce production of specific antibodies and activation of complement system proteins in
plasma (ROBERTS et al., 2005). These responses were positively correlated with higher
room temperature, thus showing that this factor also influences the immune response in these
fish. In another study conducted on O. mykiss, macrophages presented a larvicidal activity
against the infecting phases of Diplostomum spathaceum. It was also observed that the action
of macrophages was greater when specific antibodies were present, with reduction in the
number of species of Diplostomidae in the eyes of immunized trout (WHYTE et al., 1990).
Other studies that have report the immune responses to infections by trematodes are listed in
Table 1.

Trematodiasis in humans due to infection of fish-borne trematodes are largely
described in literature (CHAI et al., 2005; SRIPA et al., 2010). Particularly, the liver flukes
(family: Opisthorchiidae) are of public health importance, since they cause several diseases as
pancreatitis, cholangiocarcinoma and cholangitis, and are acquired from a wide range of
intermediate host, which hampers these parasite control (HUNG et al., 2013). The main cause
of human infection is the consumption of raw or undercooked fish, which has become a

widespread fashion in the world, making it easier to parasite dissemination.

Nematoda

In a study conducted by Dezfuli et al. (2016), the damage caused by the nematode
Contracaecum rudolphii in the intestines of A. anguilla was found to result in formation of
granulomas, with a high number of mast cells in the outer regions, and fibroblasts in the
innermost regions. In specimens of pirarucu (Arapaima gigas), infection by Spirocamallanus
inopinatus resulted in focal necrosis areas, flaking of epithelium, hemorrhage, inflammatory
infiltrate and formation of fibrous capsules around parasites (GAINES et al., 2012). Besides
that, in infection by nematodes is usually observed alterations in hematological parameters
such as increase in total leukocytes count and mean corpuscular volume of erythrocytes
(KUNDU et al., 2016; MARTINS et al., 2017).

In South American silver croakers (Plagioscion squamosissimus) infected by
nematodes of the family Anisakidae, the parasites were found in cysts composed of
multilayered connective tissue and a membranous capsule with collagenous fibers, which
were surrounded by aggregates of macrophages and amorphous substance (MELO et al.,

2014). Larvae of the nematode Anisakis simplex infecting European flounders (Platichthys
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flesus) were found encapsulated in the serous layer in the outer surface of the intestine, with
presence of rodlet cells and aggregates of macrophages in cysts in infected livers and spleens
(DEZFULLI et al., 2007). Therefore, this seems to be the strategy used by the immune system
to avoid parasite migration and development in hosts’ tissues, thus preventing possible tissue
damage caused by this migration.

In addition, this may also be a strategy for evading immune system reactions, since
some products excreted or secreted by nematodes may decrease the activation of several
important genes relating to the immune system (BAHLOOL et al., 2013). Other studies have
already detected specific antibodies for nematode parasites in some species, although this
characteristic does not present any direct relationship with the ability of hosts to eliminate
parasites. However, it may indicate higher resistance to future infections (COSCIA &
ORESTE, 1998; 2000). Other studies relating to the immune response to infections by
nematodes are listed in Table 1.

Nematodes are parasites of particular interest on studies evaluating potential zoonotic
diseases, since its larvae has a tendency of encysting in fish muscle, which is usually the
paratenic or intermediate host in the life cycle of nematodes (BUCHMANN & MEHRDANA,
2016). The most fish-borne nematodes found in humans are members of Anisakidae and
Gnathostomatidae families, and Capillaria philippinensis of Trichinellidae family (EIRAS et
al., 2018). The nematodes of these families are reported as parasites of many species of
marine and freshwater fishes, but infection in humans can occur by consuming fishes alive,
raw or undercooked (CAVALCANTI et al., 2012; ANDRADE-PORTO et al., 2015;
RODRIGUES et al., 2015).

Acanthocephala

In infections caused by acanthocephalans such as Pomphorhynchus laevis, penetration
through all layers of the mucosa, from the epithelial to the serous mucosa, may occur. In this
type of infection, the immune system of the host reacts by increasing the mobilization of cells
such as neutrophils, plasma cells, lymphocytes and fibroblasts, thus forming a composite
fibrous layer, along with local mast cells, in the inflamed tissue (WANSTALL et al., 1986).
Dezfuli et al. (2015) described an encapsulating process in which hosts presented a series of

spirals of fibrous elements. There were a few degenerated epithelial cells and, close to the



Table 1 Immune components of fish associated with responses to parasite helminthes

Parasite Species Host Immune response Reference 34
Monogenea Pseudodactvloavrus s Anauilla anauilla Acquired resistance SLOTVED &
Ylogyrus sp. g g (Unknown mechanism) BUCHMANN (1993)
Neobenedenia girellae Paralichtys olivaceus Acquired resistance OGAWA et al. (1995)
(Unknown mechanism)
Neobenedenia girellae Paralichtys olivaceus  Antibody production WANG et al. (1997)
Gyrodactylus derjavini Oncorhynchus mykiss  Alternative complement pathway activation BUCHMANN (1998)
Gyrodactylus salaris salmo salar QIJgLr;atlve complement pathway activation: factors in host serum and HARRIS et al. (1998)
Pseudodactylogyrus . . . . MAZZANTI et al.
anguillae Anguilla anguilla Antibody production (1999)
Neoheterobothrium Paralichthvs olivaceus Increased expression of genes related to proteases, immunoglobulin  MATSUYAMA et al.
hirame y light chain, immunoglobulin heavy chain and B cell differentiation (2007)
Neobenedenia melleni Oreochro_m|s Specific antibody production detected in host serum and mucus KISHIMORI et al.
mossambicus (2015)
. . . . Increased level of total protein concentration in serum and anti- REYES-BECERRIL et
Neobenedenia melleni Seriola lalandi : -
protease and myeloperoxidase activity al. (2017)
Gyrodactylus kobayashii ~ Carassius auratus ?ﬁﬁfgd expression of inflammatory genes: IL-1$2, TNF-ol and ZHOU et al. (2018)
Panaasianodon Increased production of lactate dehydrogenase, lactate, creatinine,
Thaparocleidus sp. g serum glutamate-oxaloacetate transaminase and serum glutamate- KUMAR et al. (2018)
hypophthalmus i
pyruvate transaminase
Cestoda Diphyllobothrium spp. Salmo gairdneri Antibody production correlated with worm burdens in individual fish SHARP et al. (1989)

Diphyllobothrium
dendriticum

Ligula intestinalis

Diphyllobothrium
dendriticum

Oncorhynchus mykiss

Rutilus rutilus

Coregonus
migratorius

Antibody production after 5 weeks of experimental infection
Specific antibody production to tegumental antigens

Suppression of antibody production

SHARP et al. (1992)

WILLIAMS & HOOLE
(1992)

MAZUR &
TOLOCHKO (2015)
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Parasite Species Host Immune response Reference
Trematoda Anguilla australis
Telogaster opisthorchis  schmidtii; Antibody production detected in plasm and intestinal mucus McARTHUR (1978)
Anguilla dieffenbachii
Acquired resistance
: . . i STABLES &
Diplostomum spathaceum Salmo gairdneri (Unknown mechanism) CHAPPELL (1986)
Acquired resistance )
Diolostomum spathaceum  Oncorhvinchus mvkiss (increased level of total immunoglobulins and in the proportion of HOGLUND et al.
P P y y neutrophils and monocytes) (1990)
Rhipidocotyle fennica Rutilus rutilus Acquired resistance (antibody production) AALT(?QNQE')\I etal.
. . Acquired resistance KARVONEN et al.
Diplostomum spathaceum Oncorhynchus mykiss (Unknown mechanism) (2004)
Cardicola forsteri Thunnus maccoyii Acquired resistance (antibody production) AIKEN et al. (2008)
Cardicola oriental- Increased transcription of IgM, MHC2, TCR-f and IL-8 in heart; Only
. . .’ Thunnus orientalis IgM increased transcription in gills POLINSKI et al. (2014)
Cardicola opisthorchis
Nematoda BUCHMANN et al.

Anguillicola crassus
Anisakis simplex

Anguillicola crassus

Anguillicola crassus

Anguillicola crassus

Anguilla anguilla
Pollachius virens
Anguilla anguilla
Anguilla anguilla

Anguilla japonica;
Anguilla anguilla

Specific antibody production

Acquired resistance (antibody production)

Specific antibody production in response to natural infection and
injected whole-worm extract

Specific antibody production in response to cuticle and gonad antigens

Specific antibody production; Acquired resistance post-immunization
in Anguilla japonica

(1991)
PRIEBE et al. (1991)

HOGLUND &
PILSTROM (1994)
NIELSEN &
BUCHMANN (1997)

KNOPF & LUCIUS
(2008)




Table 1. Continued...

Parasite Species Host Immune response Reference
Suppression of IgM transcription, increased expression of CD4 and HAARDER éj’t6 al
Nematoda Anisakis simplex Oncorhynchus mykiss  complement factor C3 N

Acantocephala
Dentitruncus truttae

Pomphorhynchus
kashmirensis

Acanthocephlus lucii

Salmo trutta

Schizothorax sp.

Esox lucius

2013

Increased number of master cells and fibroblasts expressing proliferation DEZFULI et al.,
cell nuclear antigen (PCNA) 2012

Antibody production in response to somatic antigens NAZIR et al., 2013

Master cells immunoreactive to piscidin-3, lysozyme, interleukin-6, TNF - DEZFULI et al.,
a, met-enkephalin 2018
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parasites, a large number of mast cells among the fibers, along with some granules of mast
cells that had migrated into the pores of the parasite’s tegument.

Martins et al. (2001) described infection in specimens of “curimbata” (Prochilodus
lineatus) caused by the acanthocephalan Neoechinorhynchus curemai. This gave rise to
complete flaking of the intestinal mucosal epithelium. In addition, severe hyperplasia and
hypertrophy of goblet cells and a severe inflammatory reaction, with major infiltration of
eosinophils and mononuclear leukocytes, were observed. Belo et al. (2013) also described
hematological alterations caused by N. curemai in specimens of “curimbata” (P. lineatus).
They reported that there were greater numbers of monocytes and smaller numbers of
thrombocytes, compared with non-parasitized fish.

In the hybrid species “patinga” (Piaractus mesopotamicus x Piaractus brachypomus),
the intestinal mucosa presented flaking and there were infiltrations of mast cells and increased
lymphocyte and neutrophil counts in the region where the parasite Echinorhynchus jucundus
adhered (VENTURA et al., 2017). In specimens of ripsaw catfish (Oxydoras niger),
occurrences of metazoan parasites such as the acanthocephalan Paracavisona impudica
caused increased neutrophil counts and decreased lymphocyte counts in the blood (SANTOS
& TAVARES-DIAS, 2010). In addition, in carps (Cyprinus sp.) and snow trout (Schizothorax
sp.), eosinophilia was described and were ascribed to damage possibly caused by
acanthocephalans (SHAH et al., 2009).

In regions infected by Echinorhynchus truttae and Cyathocephalus truncatus in S.
trutta, the bowel villi were damaged such that there were losses, necrosis and degeneration of
intestinal epithelia. At points where proboscides adhered, high numbers of lymphocytes, mast
cells, eosinophils and collagenous fibers were observed, and the number of mucous cells was
much larger than in regions where adhesion did not occur (MLADINEO et al., 2009;
DEZFULI et al., 2010b). In specimens of S. trutta parasitized by Dentitruncus truttae, most
parasites did not go beyond the granular layer, but some specimens were observed to have
their proboscides in muscle layers (DEZFULI et al., 2008).

Jerdbnimo et al. (2017) observed that specimens of tambaqui (Colossoma
macropomum) that were infected by the acanthocephalan Neoechinorhynchus buttnerae
presented thickening and hardening of the intestinal wall. Histologically, an intense
inflammatory reaction characterized by the presence of macrophages, dendritic cells and some
lymphocytes was described, with formation of granulomas in the submucosal layer of some
fish. Histochemical techniques revealed the presence of increased production of acidic

mucous substances by hosts as a response to infection (MATOS et al., 2017). Hematological
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alterations were also observed in C. macropomum infected by N. buttnerae and others
metazoan species, with a negative correlation between the abundance of acanthocephalans
and parameters such as hematocrit, hemoglobin concentration and total thrombocytes
(ROCHA et al., 2018).

In an evaluation on the immune response of European chubs (Squalius cephalus) that
were either naturally or experimentally infected by P. laevis (Acanthocephala), Harris (1972)
detected production of immunoglobulins both in the plasma and in the intestinal mucosa of
infected fish. In quillbacks (Carpiodes cyprinus), titration of plasma antibodies was
conducted by means of immunoprecipitation. The precipitation reaction was more intense
against antigens of mature male and pregnant females of Neoechinorhynchus carpiodi.
However, the greater the intensity of infection was, the lower the titers of antibodies were.
Moreover, use of Evans blue staining (EB) showed that there was higher intensity of staining
denoting presence of serum proteins in regions where nodules formed (SZALAI et al., 1988).
Regarding the group Acanthocephala, few studies have yet addressed the humoral response of
the immune system in teleost fish (Table 1). This is probably because few species have been
correlated with teleost fish of high economic value or have been shown to cause severe

damages to these fish.

Alternatives for Diagnosis of Helminth Infection in Fish

The efforts in diagnostic of helminth infections are mainly directed to those species
that may cause diseases in human, once they have a direct impact in public health. Infections
by helminths usually are diagnosticated by necropsy of animals and directly visualization of
tissues under light microscope, which requires extensive laboratory work. New methods of
detection and identification of helminths have been developed as a faster and less invasive

alternative for diagnosis of pathogens in fishes (EL DEEN et al., 2018).

Infections by nematodes are currently diagnosed by visual inspection of larvae and
histopathology analysis of fish muscle (GAMBOA et al., 2012). As an alternative, molecular
techniques as real-time polymerase chain reaction (PCR) with high-resolution molecular
analysis was employed to detect and quantify the presence of Anisakis simplex in fish,
enabling even taxa differentiation of other parasites (JAISWAL et al., 2017). For fish
products, usually it is used UV illumination, artificial digestion by the utilization of chloridric
acid and pepsin, and recently it was developed a new method called TrichinEasy® digestion

system, a confirmatory test of the presence of the larvae (CAMMILLERI et al., 2016).
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Accidental ingestion of trematodes larvae in fish muscle is the main cause of its
infection in human. Therefore, detection of liver fluke in fish is important for its prevention,
especially in endemic areas. The usual method for diagnosis of liver fluke in fish is the
enzymatic digestion of fish tissue and direct microscopy techniques (SRIPA et al., 2007) Cai
et al. (2010) developed a loop-mediated isothermal amplification (LAMP) assay that allows a
sensitive and fast detection of liver fluke Clonorchis sinensis metacercariae in fish. The
method was 100 times more sensible than conventional PCR and could be applied as well to
identification of other species of trematodes in fish.

For aquaculture, there is still a huge gap in diagnosis methods that could be applied to
detection and accurately indicate a helminth infection in fish farm. Thereby, traditional
method for diagnosis such as necropsy, examination of possible infected tissues and further
analysis with light microscope (wet mount or stained parasites) are the routine in laboratories
(EL DEEN et al., 2018).

Final Remarks

Regarding the immune response of teleost fish to infection by helminths, we observes
that researchers have mainly evaluated the action of the I1S towards elimination of parasites
belonging to the different groups. Rodlet cells and mast cells, accompanied by neutrophils
and macrophages, are the main types of cells that have been described in infections caused by
all groups of helminths. Hyperplasia and increased numbers of mucous cells in response to
infection have also been observed, such that parasites become coated with the mucus thus
produced. The importance of mucus in the immune response to infection is due to the physical
protection (retardation of infection) that this provides, and because mucus contains immune
chemical components that are able to damage the parasites tegument. A histopathological
approach regarding infections in fish caused by helminths is highly relevant because this
makes it possible to ascertain the damage that helminths really cause to fish and the degree of
importance that should be attributed to such infections. More recent studies have sought to
detect the participation of the AIS in production of immunoglobulins that are specific for
parasites and, possibly, in production of various classes of immunoglobulins for different
anatomical infection sites, such as the gills, tegument or intestine. Therefore, further studies
are still necessary, in relation to various species of teleost fish, in order to verify the role of
the AIS in elimination of parasites and acquisition of resistance against future infections

(immunological memory). Still, there are many gaps in knowledge regarding the local and
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systemic immune responses that are developed by teleost fish. This hampers development of
less invasive diagnoses, adequate treatments and effective prevention, especially regarding
farmed fish. In addition, it is still necessary effort in development of cheaper and faster
techniques for diagnoses of helminth parasites in fish, especially to those groups that are
responsible for the transmission of diseases to humans. The studies for detection of helminths
are more directed to its presence in human than in host fish. More approaches to helminth
infection diagnosis in fish could help in prevention and in accurate treatment in cases of

farmed fishes.
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Abstract: Tambaqui (Colossoma macropomum) is a native fish of the Amazon basin that has
been successfully cultivated in Brazilian fish farms. However, it is very susceptible to
infections by the acanthocephalan Neoechinorhynchus buttnerae. As a main response to
infections, fish increases mucus production on mucosal surfaces where are released
immunoglobulins, the main mediators of the immune response adaptive to infection. The
method of purification of immunoglobulins by caprylic acid is recommended for mammalian
plasma and has recently been used for tambaqui plasma. However, there are still no studies
using this method for purification of fish mucus. The objective of this study was to purify, by
the caprylic acid method, and to titrate the immunoglobulins present in the intestinal mucosa
of the tambaquis infected and uninfected by N. buttnerae. Intestinal mucosa of infected and
uninfected tambaqui was collected by scraping the intestine washed in saline water. Caprylic
acid at 8.7% concentration was added to samples of mucus in pH 6 and after that, the mucus

was centrifuged for 30 minutes at 14000 rpm. The supernatant containing the
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immunoglobulins was subjected to SDS-PAGE electrophoresis. Samples were diluted in
buffers with and without 2-mercaptoethanol, to dissociate the light and heavy chains from the
immunoglobulins, and applied to the electrophoresis gel. Next, the gel was stained with
Coomassie bright blue. Bands with molecular mass corresponding to the immunoglobulins
(~200 kDa) were revealed and the bands with reduction exhibited light chain (~ 30 kDa) and
heavy (~ 70 kDa) profiles. Confirmation of the presence of immunoglobulins was obtained by
the Western blot method, in which the total anti-immunoglobulin serum antibodies were used,
indicating that these body fluids have equal immunoglobulin classes. For titration, Dot-
ELISA method was used and revealed a higher expression of immunoglobulins in the
intestinal mucus of tambaquis infected with N. buttnerae (Mann-Whitney, p <0.05), with high

titers of immunoglobulins in these animal compared to those uninfected.

Keywords: electrophoresis, antibody, caprylic acid, parasite, fish

Resumo: O tambaqui (Colossoma macropomum) é um peixe nativo da bacia Amazdnica que
tem sido cultivado com sucesso nas pisciculturas brasileiras, no entanto, é muito susceptivel
as infeccdes pelo acantocéfalo Neoechinorhynchus buttnerae. Como principal resposta as
infeccOes, 0s peixes aumentam a producdo de muco nas superficies mucosas, onde pode-se
encontrar imunoglobulinas que sdo as principais mediadoras da resposta imune adaptativa a
infeccdo. O método de purificacdo de imunoglobulinas pelo &cido caprilico é recomendado
para o plasma de mamiferos e foi empregado recentemente para o plasma de tambaqui.
Porém, ainda ndo ha trabalhos que utilizem esse método para 0 muco de peixes. O objetivo
deste estudo foi purificar, pelo método do &cido caprilico, e titular as imunoglobulinas
presentes na mucosa intestinal dos tambaquis infectado e ndo infectado pelo N. buttnerae.
Assim, 0 muco intestinal de tambaqui infectado e ndo infectado foi coletado pela raspagem do
intestino lavado em salina. Foi realizado um pool com amostras do muco de cada animal e o
acréscimo de &cido caprilico na concentracdo de 8,7% as amostras de muco em pH 6. Apo6s
isto, o0 muco foi centrifugado por 30 minutos a 14000 rpm. O sobrenadante contendo as
imunoglobulinas foi submetido a eletroforese SDS-PAGE. As amostras foram diluidas em
tampdes sem e com 2-mercaptoetanol, para dissociar as cadeias leves e pesadas das
imunoglobulinas, e aplicadas ao gel. Apds coloracdo com Comassie brilhante blue, foram
reveladas bandas com massa molecular correspondente as imunoglobulinas (~200 kDa) e as
bandas com reducdo apresentam perfis semelhantes a cadeia leve (~30 kDa) e pesada (~70

kDa). A confirmacdo da presenca de imunoglobulinas foi obtida pelo método de Western blot,
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no qual utilizou-se os anticorpos anti-imunoglobulinas totais séricos, indicando que esses
fluidos corpdreos apresentam classes iguais de imunoglobulinas. Para titulacdo, o método
Dot-ELISA foi empregado e revelou maior expressdo de imunoglobulinas no muco intestinal
dos tambaquis infectados pelo N. buttnerae (Mann-Whitney, p < 0.05), observando-se altos

titulos de imunoglobulinas nestes animais.

Palavras-chave: eletroforese, anticorpo, acido caprilico, parasito, peixe
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1. Introducéo

As imunoglobulinas (Ig) sdo as principais mediadoras da resposta imune
especifica. Sdo responsaveis pelo reconhecimento, neutralizacdo, opsonizacdo ou a
ativacdo do Sistema Complemento o que auxilia na eliminacdo de patdgenos ou de
toxinas [4]. Essas moléculas proteicas podem estar ligadas a superficie dos linfocitos B
atuando como receptores de antigenos ou também serem secretadas pelos plasmoblastos
e plasmocitos no sangue e em outros fluidos corporais, como a bile e 0 muco,
desempenhando funcbes diversas de acordo com a classe & qual pertengam [4,5].
Estruturalmente, assim como nos mamiferos, as imunoglobulinas dos peixes teledsteos
sdo formadas por duas cadeias leves (CL) e duas cadeias pesadas (CH), unidas por

pontes dissulfeto.

As classes de imunoglobulinas sdo definidas pelo dominio C (constante ou
cristalizavel) nas suas cadeias pesadas que determinam a funcdo efetora da molécula,
enquanto o dominio V (variavel) participa do reconhecimento e neutralizacdo de
antigenos [6]. Nos peixes teledsteos, ja foram identificadas trés classes de
imunoglobulinas: IgM [7], mais abundante no plasma, mas também presente no muco, a
IgT/1gZ [8-10] associada a imunidade da mucosa [11] e IgD [12] encontrada no plasma
e também no rim anterior e posterior, baco e branquias [13], porém sua funcdo ainda

precisa ser completamente elucidada.

Dentre os locais onde essas imunoglobulinas sdo expressas, as superficies
mucosas sdo de particular interesse, pois estdo em contato direto com o ambiente e,
portanto, mais suscetiveis aos patégenos. O tecido linfoide associado a mucosa (MALT)
pode ser subdividido conforme sua localizacdo anatdmica em: NALT, tecido linfoide
associado a nasofaringe, SALT, tecido linfoide associado a pele; GIALT, tecido linfoide
associado as branquias e GALT, tecido linfoide associado ao intestino [14]. Tais tecidos
apresentam particularidades que os diferem entre si e interagem com a microbiota

comensal [15], contribuindo para manuten¢do da homeostase do animal.

Recobrindo as superficies mucosas, 0 muco produzido pelas células caliciformes
é rico em substancias antimicrobianas, como lectinas, proteinas inibidoras e lisozimas,
além de anticorpos [16]. Assim, a produgdo de muco é de extrema importancia para a
formacdo de uma barreira fisico-quimica a possiveis patdgenos, sendo também um dos
principais mecanismos de resposta as infec¢bes [17]. Além disso, em diferentes espécies

de teleosteos, foi observado o aumento dos niveis de imunoglobulinas nas mucosas e no
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plasma apds uma infeccdo [11,18,19], e em alguns casos, a resisténcia a uma reinfeccao
foi adquirida [20,21].

O tambaqui (Colossoma macropomum) € uma espécie de peixe nativo
amazonico cuja producédo tem crescido na piscicultura brasileira, sendo o segundo peixe
mais cultivado do pais [22]. Nos ultimos anos, os registros de infec¢do pelo acantocéfalo
Neoechinorhynchus buttnerae tem sido recorrente nas criagdes de tambaqui, sendo
observadas altas taxas de infecgbes nas pisciculturas [23-26]. Ainda ha poucas
informacdes quanto a resposta imune do tambaqui a infeccBes por este parasito, sendo a
resposta inflamatoria a mais caracterizada até 0 momento [24,25].

A purificacdo de imunoglobulinas (ou anticorpos) em fluidos corporais €
primordial para caracterizacdo de suas classes, contribuindo assim, para o0
desenvolvimento de estratégias profilaticas como a vacinacdo. Dentre as técnicas
utilizadas, para a purificacdo de imunoglobulinas séricas, 0 método do &cido caprilico foi
primeiramente descrito por Steinbuch & Audran, (1969), sendo, desde entdo, cada vez
mais usado na purificacdo de anticorpos, principalmente em mamiferos [1,2]. O é&cido
caprilico, ou acido octanoico, € um &cido graxo que interage com as proteinas presentes
no soro, ligando-se a sitios especificos das proteinas e formando complexos
macromoleculares, que resultam em uma cascata de precipitagdio [3]. AS
imunoglobulinas ndo se agregam com o restante do precipitado permanecendo na fase
liquida. Isto permite que um grau de pureza alto seja alcancado com baixos custos e uma

metodologia simples.

Os métodos para purificacdo e caracterizagdo das classes de anticorpos ou de
outras moléculas associadas a resposta imune adaptativa foram realizados principalmente
com espécies marinhas, havendo escassez de trabalhos para as espécies nativas de agua
doce [27-29].Portanto, considerando a importancia do muco na resposta imune a
infeccOes e a participacdo das imunoglobulinas na mediacdo da resposta imune
adaptativa, este trabalho teve por objetivo realizar a purificagdo das imunoglobulinas
totais do muco intestinal de tambaqui pelo método do acido caprilico e avaliar as
possiveis diferencas nos perfis de proteinas e titulos das imunoglobulinas em animais

infectados e néo infectados por Neoechinorhynchus buttnerae.
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2. Material e métodos
2.1. Animais experimentais

Exemplares de tambaqui, Colossoma macropomum, foram adquiridos em
fazenda comercial e transportados para o setor de piscicultura da Embrapa Amazoénia
Ocidental, Manaus, AM. Os peixes foram aclimatados em tanques de 1000L com
aeracdo constante e aquecimento, pelo periodo de duas semanas, sendo alimentados
com ragdo comercial extrusada (32% PB) duas vezes ao dia. Ao fim da aclimatacéo, foi
realizada a biometria sendo o peso e comprimento padrdo dos peixes 519,35 + 227,63 g
e 25,53 + 4,47 cm, respectivamente. Os parametros de qualidade de agua como
temperatura (28,8 + 0,35 °C), oxigénio (5,48 + 0,19 mg L) e pH (5,72 + 0,04) foram
monitorados com uso de oximetro (YSI Pro20 oxygen meter, YSI Inc., USA) e
pHmetro digital (YSI F-1100 digital pH meter, YSI Inc., USA). Os procedimentos
experimentais utilizados neste trabalho estdo de acordo com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA, 2018) e
aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Embrapa Amazonia

Ocidental e esta registrado com o n° 08/2018.

2.2. Coleta do muco intestinal

Tambaquis infectados (n=10) e ndo infectados (n=10) por Neoechinorhynchus
buttnerae foram utilizados para a coleta de muco intestinal, visando a purificacdo das
imunoglobulinas presentes. Os peixes ficaram em jejum por 24h, e entdo foram
anestesiados com eugenol (5 mgL™1) em banho de imerséo, eutanasiados por perfuragdo
craniana (CONCEA, 2018), dissecados, o0s intestinos removidos e colocados em placas
de Petri contendo solucdo salina 0,9%. O intestino foi aberto longitudinalmente e
examinado para verificar a presenca ou auséncia do parasito. Amostras do muco
intestinal foram coletadas por meio de raspagem do intestino com o auxilio de uma
lamina. Nos animais infectados, os parasitos eram retirados antes da coleta do muco e
fixados em formol 5 %. Apos isso, o muco foi centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos

e coletado para estocagem em freezer -80 °C, até 0 momento do uso.

2.3. Purificacdo das imunoglobulinas
A purificacdo das imunoglobulinas presentes no muco foi realizada conforme

método descrito por Steinbuch e Audran [30] e modificado por Dos-Santos et al. [31] e



60

Dias et al. [32]. Para a purificagdo, foram feitos pool do muco coletado dos animais
infectado ou ndo infectado, utilizando-se 100uL de cada animal, totalizando em um
pool de 1000uL de muco para ambos os grupos. A partir disso, o pH das amostras foi
aferido em 6,0 e adicionou-se, gota a gota, 0 acido caprilico (Merck, Darmstadt) na
concentracdo final de 8,7 %, sob agitacdo, por 30 minutos a temperatura ambiente, com
a finalidade de precipitar todas as proteinas e manter as imunoglobulinas na fase liquida.
Em seguida, o material foi centrifugado em 14000 rpm por 30 min a 4° C (Centrifuge
5804R, Eppendorf, USA), sendo realizada entdo, a coleta do sobrenadante (fase liquida)

e armazenagem a 20°C.

2.4. Eletroforese em SDS — PAGE e Western blot

A pureza das imunoglobulinas obtidas do tambaqui foi analisada pelo método de
eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS —
PAGE), de acordo com protocolo utilizado em Laemmli, 1970 [33]. Um gel foi
colorido com Coomassie Brilliant Blue (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) e o outro gel
foi usado para o western blot (Wb). As amostras de muco purificado foram diluidas na
propor¢gdo 1:1 (v/v) em tampdes sem 2-mercaptoetanol (solucdo A) e com 2-
mercaptoetanol (solucdo B). Com a finalidade de comparar com as amostras
purificadas, o0 muco integro do tambaqui também foi diluido no tampé&o de amostra, em
condigédo ndo reduzida (solucdo A) e reduzida (solucdo B) (Figura 1A) para a realizagéo

da corrida de eletroforese sem a purificacdo pelo &cido caprilico.

Dez microlitros de cada amostra foram aplicados sobre o gel de empilhamento a
5% de acrilamida e a separacdo das proteinas foi realizada no gel de corrida com
concentracdo de 15% de acrilamida. Miosina (202,5 kDa), B-galactosidase (113,9 kDa),
Albumina (72,7 kDa), Ovalbumina (46,7 kDa), Anidrase carboénica (33,8 kDa), Inibidor
soja tripsina (26,9 kDa), Lisozima (17,4 kDa) e Aprotinina (5,9 kDa) (Bio Rad
Prestained Marker, Standards Broad Range, USA) foram usadas como marcadores de

massa molecular.

Para o western blot, as proteinas no gel foram transferidas para uma membrana
de nitrocelulose 0,45 um (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) no sistema Mini Trans-
Blot® Cell (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) sobre uma corrente constante de 200 mA
por 2h. Apos a transferéncia, a membrana foi imersa em uma solucéo bloqueadora (PBS

contendo leite desnatado 5%, Molico, Nestlé, SP) overnight, a 4°C. A membrana foi
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incubada com anticorpos de camundongo anti-imunoglobulinas totais séricas de
tambaqui (20uL) preparados conforme Sousa [56] em uma diluicdo de 1:1000 em
tampdo PBS, por 1lh, a temperatura ambiente. A membrana foi lavada 5 vezes com
salina (0,9%) e incubada com o conjugado anti-imunoglobulinas de camundongo
marcado com peroxidase (20 pL) (Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA), em
diluicdo de 1:1000 em tampdo PBS, por 1lh, a temperatura ambiente. Ap6s cinco
lavagens com salina, a coloragdo foi revelada com DAB (0,5 mgml?) (3, 3~-
diaminobenzidina) na presenca do substrato da peroxidase, a H202 30% (1,5 mgmL™).

A reacdo foi interrompida pela lavagem sucessiva da membrana com agua destilada.

2.5. Titulag&o de imunoglobulinas

A titulacdo das imunoglobulinas de amostras individuais dos peixes infectados e
ndo infectados foi realizada pelo método Dot-ELISA. Uma placa de ELISA foi
bloqueada com uma solugéo blogueadora (PBS contendo leite desnatado 5%, Molico,
Nestlé, SP). Apds descarte da solucdo, foi acrescentado 100 pL de solucdo com
amostras individuais de muco em diluicdo 1:100 em tampéao PBS. A partir disso, foi
realizada a diluicdo seriada, com diluicdo inicial de 1:100 a 1:51200. Apds isto, em uma
membrana de nitrocelulose 0.45 um (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) foram aplicados
2,0 uL de cada diluicdo seriada do muco e, apds secagem, a membrana foi imersa em
solucéo blogueadora (PBS contendo leite desnatado 5%, Molico, Nestlé, SP) overnight,
a4e°C.

Em seguida, a membrana foi incubada com anticorpos de camundongo anti-
imunoglobulinas totais séricas de tambaqui em uma dilui¢éo de 1:1000 em tampé&o PBS,
por 1h, a temperatura ambiente. Entdo, a membrana foi lavada 5 vezes com agua salina
(0,9%) e incubada com o conjugado anti-imunoglobulinas de camundongo marcado
com peroxidase, em diluicdo de 1:1000 em tampdo PBS, por 1h, a temperatura
ambiente. Apds cinco lavagens, a coloragéo foi revelada com DAB (0,5 mgmL™?) (3, 3'-
diaminobenzidina) na presenca do substrato da peroxidase, a H20230% (1,5 pLmLY). A

reacao foi interrompida pela lavagem sucessiva da membrana com agua destilada.



62

2.6. Andlise parasitologica
Os parasitos acantocefalos coletados do trato gastrointestinal de tambaquis foram
contabilizados e os dados foram utilizados para o célculo do indice parasitoldgico de

intensidade média [34].

2.7. Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas usando o R Statistical Software (TEAM,
2013). A titulacdo de imunoglobulinas dos animais infectados e ndo infectados foi
comparada pelo teste de Mann-Whitney e a diferenca foi considerada significativa

quando o p < 0.05.

3. RESULTADOS
3.1. SDS-PAGE

Na condicdo integra do muco, ndo foi possivel realizar a separacao de proteinas,
devido as suas caracteristicas fisico-quimicas que impedem a migracdo livre das
proteinas pelo gel. A anélise da purificacdo das imunoglobulinas totais presentes no
muco intestinal de Colossoma macropomum (Figura 1.B) pelo &cido caprilico revela
uma série de bandas com massa molecular variando de ~202 kDa a ~20 kDa. Nas
amostras purificadas ndo reduzidas (PIA, PNA), pode-se identificar uma banda de maior

massa molecular (~200 kDa) que desaparece ap0s o tratamento com 2-mercaptoetanol.

Observa-se, também, o aumento do numero de bandas de menor massa
molecular nas amostras purificadas reduzidas entre ~60 kDa a ~40 kDa e ~35 kDa a ~26
kDa, indicando que houve uma dissociacdo das cadeias leves e pesadas das
imunoglobulinas parcialmente isoladas. Além disso, nas amostras ndo reduzidas foi
encontrada uma banda de ~55 kDa que pode ser outra classe de imunoglobulina, uma

vez que também desaparece nas amostras reduzidas.
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Figura 1. Gel de eletroforese de Colossoma macropomum. A) Amostras com muco intestinal integro: MIA - amostra dos animais
infectados sem reducéo; MIB - amostra dos animais infectados com reducdo; MNA - amostra dos animais ndo infectados sem
reducdo; MNB — amostra dos animais ndo infectados com redugdo. B) Amostras com muco purificado por 4cido caprilico: PIA -
amostra dos animais infectados sem reducéo; PIB - amostra dos animais infectados com reducdo; PNA - amostra dos animais ndo
infectados sem reducdo; PNB — amostra dos animais ndo infectados com reducdo. Classe de Ig isolada que sofreu evidente
dissociagdo devido a reducdo com 2-mercaptoetanol (cabeca de seta).

Massa
molecular PIA PIB PNA PNB

202,5kDa — <

13,9 kDa —

72,7kDa — *

46,7 kDa —

33,8 kDa —

26,9 kDa —

174kDa —

Figura 2. Western blot de muco de Colossoma macropomum marcado com anticorpo anti-lg totais séricas de C.
macropomum. Amostras com muco purificado por &cido caprilico: PIA - amostra dos animais infectados sem
redugdo; PIB - amostra dos animais infectados com reducdo; PNA - amostra dos animais ndo infectados sem
reducdo; PNB — amostra dos animais ndo infectados com reducéo. A cabeca de seta mostra a classe de g isolada
tanto no tambaqui infectado e ndo infectado sofreu evidente dissociacdo em cadeia pesada (*) e cadeia leve devido a
reducdo com 2-mercaptoetanol. Anticorpo de camundongo anti-lg totais séricas de tambaqui mostrou reatividade
com as imunoglobulinas do muco de tambaqui.
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3.2. Western blot

Ao realizar o western blot, foi possivel identificar as bandas proteicas que
apresentaram reacdocom 0s anticorpos anti-lg totais sericos de Colossoma
macropomum. Nas amostras ndo reduzidas dos animais ndo infectados e infectados,
encontram-se trés bandas com maior evidéncia apresentando massa molecular de
aproximadamente 200 kDa, 114 kDa e 55 kDa. Nas amostras reduzidas dos animais
infectados, identifica-se uma banda com massa molecular de ~70 kDa, equivalente as
cadeias pesadas e outra banda com aproximadamente ~30 kDa, equivalente a massa

molecular das cadeias leves de imunoglobulinas em teledsteos.

As bandas identificadas como imunoglobulinas apresentaram maior intensidade de
reacdo nas amostras dos animais infectados. Em contraste, nos animais nao infectados, a
reacdo foi menos intensa em todas as bandas, principalmente nas bandas de menor
massa molecular e ndo foi possivel detectar a dissociacdo em cadeias pesadas e leves da

imunoglobulina isolada nas amostras ndo reduzidas.

3.3. Titulagé@o de imunoglobulinas do muco intestinal de C. macropomum

Os titulos individuais de imunoglobulinas foram comparados entre tambaqui
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Figura 3. Titulo de imunoglobulinas totais no muco intestinal de Colossoma macropomum nao-infectados (N) e
infectados (1) por Neoechinorhynchus buttnerae (Teste de Mann-Whitney, p <0,05).
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infectado e ndo infectado por Neoechinorhynchus buttnerae. Avaliando os titulos de
anticorpos presentes no muco intestinal de tambaqui, os animais infectados
apresentaram titulos significativamente maiores do que os animais ndo infectados (p <
0,05). Os animais infectados apresentaram mais frequentemente titulos entre 1:800 e
1:1600, enquanto os animais ndo infectados apresentaram com maior frequéncia titulos
entre 1:200 e 1:800 (Figura 3). A maior titulacdo nos animais infectados pelo N.
buttnerae corrobora com a maior intensidade nas bandas provavelmente equivalentes a
imunoglobulinas mostrada pelo western blot, indicando o aumento da presenca de

imunoglobulinas no muco em resposta ao parasito na mucosa intestinal.

3.4 Analise parasitologica
Os animais infectados apresentaram uma baixa intensidade de infecgéo (19,6
26), sendo encontrado no minimo 1 parasito por peixe e no maximo 88 parasitos por

peixe.

4. Discussao

A purificacdo parcial das imunoglobulinas presentes no muco intestinal de
tambaqui foi realizada pela primeira vez utilizando exclusivamente o &cido caprilico, a
fim de propor a simplificacdo deste processo para 0 muco. A purificacdo das
imunoglobulinas pelo método do &cido caprilico tem sido feita, principalmente, para a
separacdo de anticorpos plasmaticos ou como uma etapa do processo de isolamento de
imunoglobulinas presente no plasma de mamiferos [35,36]. Para as diferentes espécies
de teleosteos, a purificacdo de imunoglobulinas no plasma e no muco é comumente
realizada pela cromatografia de afinidade com proteina A ou proteina G [37-39],
filtracdo em gel [11,40] ou por precipitacdo com sulfato de amonio [41,42].

A escolha do método do &cido caprilico foi feita por este apresentar alta
afinidade com as proteinas sericas, levando a sua precipitacio e deixando as
imunoglobulinas em suspensédo, sendo uma metodologia simples que pode ser facilmente
replicada. Além disso, a cromatografia por afinidade apresenta um alto grau de pureza,
porém possuem algumas limitagGes para producdo em larga escala como alto valor de
aquisicdo das proteinas A e G [43]. A precipitacdo por sulfato de aménio é um

procedimento que demanda grande quantidade de tempo para sua realizacédo [43], além
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de néo purificar totalmente as imunoglobulinas, apresentando contaminagdo com outras
proteinas plasmaticas [31]. Atualmente, o método do acido caprilico é recomendado pela

OMS para obtencdo dos imunobioldgicos [44].

O grau de pureza obtido com o &cido caprilico e revelado pelo SDS-PAGE ainda
ndo é o desejavel. Nas amostras reduzidas e ndo reduzidas, observa-se proteinas de baixo
peso molecular que podem ser equivalentes a outras classes de imunoglobulinas ndo
identificadas ou contaminantes que ndo foram precipitadas nas condicdes de pH e
concentracdo de é&cido caprilico estabelecidas. Para a purificacdo do plasma de
mamiferos, ja foram observadas que no pH 5 obtém-se maior grau de pureza, enquanto
pH abaixo de 4 ou acima de 6, ja apresentam aumento de contaminantes [3]. Porém, nos
ensaios preliminares deste estudo, observou-se que nao houve diferenca significativa na
purificacdo das bandas utilizando-se pH 5 e 6. Optou-se por realizar a purificagdo com o
pH 6, obtido naturalmente durante a afericdo do pH do muco intestinal.

Quanto a concentracdo final de acido caprilico, utilizou-se a mesma realizada
por Dias et al. [32] e Costa et al. [29], sendo as Unicas referéncias encontradas para
purificacdo de imunoglobulinas com acido caprilico para peixes. A concentragdo de
8,7% adaptada para plasma de teledsteos ndo resultou no mesmo grau de pureza para 0
muco, mostrando a necessidade de ajuste na determinagdo da concentragdo final a ser
utilizada. Assim, a observacdo da dissociacdo de cadeias leves e pesadas nas amostras
com reducdo foi dificultada pela sobreposicdo das bandas com provavelmente outros
contaminantes no SDS-PAGE ou cadeias dissociadas de diferentes classes de
imunoglobulinas. Em contrapartida, o desaparecimento da banda de massa molecular
~200 kDa, com 0 aumento do nimero de bandas de menor massa molecular, indica que
que foi possivel isolar algumas classes de imunoglobulinas e essas imunoglobulinas

isoladas tiveram suas cadeias pesadas e leves dissociadas (Figura 1B).

Nos estudos realizando a purificacdo das imunoglobulinas séricas de juvenis e
adultos de C. macropomum utilizando o acido caprilico foi obtido um grau satisfatério
de pureza, sendo possivel identificar bandas de pesos moleculares similares as
imunoglobulinas de outros teledsteos [29,45]. Imunoglobulinas isoladas em outras
espécies de teledsteos também apresentaram resultados semelhantes. Na purificacdo de
IgM sérica em condicdo ndo redutora da enguia japonesa (Anguilla japonica) foram
encontrados pesos moleculares de 790 kDa, 400 kDa e 195 kDa, aos quais 0s autores

atribuiram as formas tetraméricas, diméricas e monoméricas, respectivamente [46]. A
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forma monomérica da IgM sérica também apresentou peso molecular de ~200 kDa em
tilapia-do-Nilo (Oreochromis nioticus), salmdo do Atlantico (Salmo salar), tilapia
moc¢ambicana (Oreochromis mossambicus), perca-gigante (Lates calcarifer), truta arco-
iris (Oncorhynchus mykiss) e robalo (Morone saxatilis) [38]. Esta forma monomeérica de
IgM foi a classe de imunoglobulina isolada pelo acido caprilico e identificada no SDS-
PAGE neste trabalho.

O western blot revelou com mais evidéncia na amostra reduzida dos animais
infectados uma banda de ~70 kDa, que pode se inferir ser a cadeia pesada da
imunoglobulina isolada (Figura 2). Valores equivalentes foram encontrados na
purificagdo da IgM no soro e muco da pele de ‘catfish’ (Ictalurus punctatus) sob
reducdo, mostrando o peso molecular da cadeia pesada de, aproximadamente, 80 kDa
[47]. De forma semelhante em outros teledsteos, na dissociacdo da IgM tanto no soro
guanto no muco, foram observados pesos moleculares de ~60 a 75 kDa (cadeia pesada) e
~20 a 30 kDa (cadeia leve) [40,48-50].

No western blot, os anticorpos de camundongo anti-imunoglobulinas totais
séricas reagiram com as imunoglobulinas isoladas do muco intestinal do tambaqui. Isso
indica a presenca de classe (s) de imunoglobulina (s) similares no soro e no muco dos
animais. Tanto nos animais ndo infectados quanto infectados € possivel observar essa
reacdo, indicando que estas imunoglobulinas se encontram em niveis basais na mucosa
intestinal do tambaqui. A similaridade entre imunoglobulinas séricas e presentes no
muco foi encontrada também em Archosargus probatocephalus, sendo as
imunoglobulinas do muco equivalente as imunoglobulinas séricas de alta massa
molecular (HMW) [51].

Bilal et al. [52] também detectaram reatividade cruzada entre a IgM presente no
muco intestinal com a IgM sérica de ‘ballan wrasse’ (Labrus bergylta) utilizando o
anticorpo de coelho produzido contra IgM sérica dessa espécie de peixe e notaram que
ambas IgM (sérica e da mucosa) apresentaram, quando dissociadas, massas moleculares
semelhantes para as cadeias pesadas e leves. Além disso, a reagdo observada no western
blot com o muco dos animais infectados pode ter sido intensificada pela contribuicdo de

exsudatos plasméticos devido a reacdo inflamatoria local em resposta ao parasita.

A intensidade média parasitaria do tambaqui neste estudo (19,6 + 26) foi baixa
comparada ao reportado por Jerdénimo et al. [25], Lourenco et al. [53], Pereira & Morey

[26] e Aguiar et al.[23]. Nestes trabalhos, a intensidade média de infecgdo no tambaqui
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por N. buttnerae foi em torno de 243 parasitos por animal e as alteragdes descritas foram
principalmente relacionadas a danos mecanicos causados pela fixacdo da proboscide na
parede intestinal. Os principais danos relatados na camada da mucosa foram descamacéo
e achatamento das células epiteliais, hiperplasia e hipertrofia das células caliciformes
(células produtoras de muco), sendo observado o desaparecimento das vilosidades e

necroses focais apenas nas regides em que o parasito estava com a probdscide fixa [23].

A presenca de um parasito e 0 dano causado na mucosa intestinal induz a
liberacdo de PAMP (padrdes moleculares associados a patdgenos) e DAMP (padrdes
moleculares associados ao dano), que resulta em resposta inflamatéria no local da
infeccdo [54]. Com a resposta inflamatoria, também ha o estimulo a apresentacdo de
antigenos para os linfécitos T auxiliares e linfécitos B, processo que resulta na producéo
de anticorpos especificos ao parasito [55]. Neste trabalho, a maior intensidade das
imunoglobulinas no western blot dos tambaquis infectados foi corroborada pela maior
titulacdo dos anticorpos no Dot-ELISA (Figura 3, p < 0,05) nesse grupo, demonstrando
que a infeccdo por N. buttnerae resultou no aumento da quantidade de imunoglobulinas

na mucosa intestinal de tambaqui.

Neste estudo, ndo foi verificado se 0 aumento da expressao das imunoglobulinas
na mucosa intestinal conferiu alguma resisténcia ao tambaqui a reinfeccdo pelo N.
buttnerae. Porém, demonstrou-se que o C. macropomum €é capaz de elaborar uma
resposta especifica aléem da resposta inflamatoria ja descrita a parasitos intestinais, ao
acantocéfalo N. buttnerae. Foi possivel observar que o muco que reveste na mucosa
intestinal do tambaqui também agrega as imunoglobulinas produzidas e secretadas,
reforcando a importancia desse fluido na resposta imune inata e adaptativa as infeccGes

por parasitos.
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Resumo: Os estudos sobre a resposta imune dos peixes a infecgdes tém estado em enfoque
devido ao crescente registro de doencas na aquicultura. Em infecgdes por acantocéfalos sdo
descritos, principalmente, os danos teciduais e a resposta imune celular associada ao local da
infeccdo, havendo poucas informacBGes quanto a resposta humoral nessas infecgBes. O
presente estudo visa contribuir com o conhecimento sobre o sistema imune de Colossoma
macropomum, uma das principais espécies cultivadas nas pisciculturas brasileiras, com foco
sobre a resposta humoral a infeccdo pelo Neoechinorhynchus buttnerae. Para isto, 0 soro e 0
muco intestinal de tambaquis infectados e ndo infectados foram coletados e avaliados os
niveis de alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, proteinas totais e imunoglobulinas
totais em cada fluido. A imunohistoquimica do intestino de tambaqui infectados e néo
infectados foi realizada a fim de confirmar a presenca das imunoglobulinas na mucosa
intestinal e a interacdo dessas moléculas com o acantocéfalo. As principais alteracoes
observadas foram o aumento dos titulos de imunoglobulinas totais e fosfatase alcalina no
soro, assim como dos niveis de proteinas totais no soro e no muco, e a diminui¢édo dos titulos
de imunoglobulinas e fosfatase alcalina no muco intestinal dos animais infectados. Foi

observada a presenca de imunoglobulinas em células presentes na lamina prépria de animais
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ndo infectados e de imunoglobulinas no muco intestinal e em contato direto com a superficie
do parasito. A infeccdo pelo N. buttnerae resultou na variacdo de fatores humorais
caracteristicos da resposta imune inata e adaptativa no soro e no muco intestinal do C.
macropomum, indicando que esta infeccdo apresenta efeitos locais e sistémicos que pode
comprometer a saide do hospedeiro.

Palavra-chave: infecgéo, inata, adaptativa, tambaqui, piscicultura

Abstract: Studies on fish immune response to infections have been in focus due to the
growing record of diseases in aquaculture. In acanthocephalan infections, tissue damage and
cellular immune response associated with the site of infection are described, but there is little
information about fish humoral response in these infections. This study aims to contribute to
the knowledge about the Colossoma macropomum immune system, one of the main species
cultivated in Brazilian fish farms, focusing on the humoral response to Neoechinorhynchus
buttnerae infection. For this, the serum and intestinal mucus of infected and uninfected
tambaqui were collected and the levels of alanine aminotransferase, alkaline phosphatase,
total proteins and total immunoglobulins in each fluid were evaluated. Intestinal
immunohistochemistry of infected and uninfected tambaqui was performed to confirm the
presence of immunoglobulins in the intestinal mucosa and the interaction of these molecules
with N. buttnerae. The main alterations observed were the increase in total immunoglobulin
and alkaline phosphatase titers in serum, as well as the serum and mucus total protein levels,
and the decrease in immunoglobulin and alkaline phosphatase titers in the intestinal mucus of
infected animals. It was observed the presence of immunoglobulins in cells present in the
lamina propria of uninfected fish and immunoglobulins in intestinal mucus and in direct
contact with the parasite surface in infected fish. N. buttnerae infection resulted in the
variation of humoral factors of the innate and adaptive immune response in C. macropomum
serum and intestinal mucus, indicating that this infection has local and systemic effects that
may compromise host health.

Keywords: infection, innate, adaptive, tambaqui, fish farm
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1. Introducéo

O sistema imune dos peixes teledsteos apresenta células e proteinas sollveis que sdo
pertencentes as respostas imunes inata e adaptativa. Os componentes da resposta imune inata
formam primeira linha de defesa em uma primeira infeccdo por patégenos ou substancias
imunogénicas, ativam e direcionam a resposta imune adaptativa, que possibilita uma
imunidade mais duradoura por meio da formacdo de células de memoria contra o agente
indutor [1].

O sistema imune inato é composto por barreiras fisicas, quimicas e microbioldgicas. As
barreiras fisicas incluem as escamas, a epiderme e 0 muco produzido que formam uma matriz,
a fim de impedir a entrada de agentes patogénicos [2]. O muco que reveste o epitélio das
mucosas dos peixes apresenta diversas moléculas agregadas tais como lisozimas, lectinas,
proteinas do Sistema Complemento, transferinas e imunoglobulinas, caracterizando a barreira
quimica [3]. O muco também oferece um microambiente que permite a agregacdo e
sobrevivéncia de microrganismos comensais, ndo-patogénicos, nas superficies das mucosas.
A presenca desses microrganismos é importante na defesa contra patdgenos oportunistas do

ambiente e também na manutencéo da satde do hospedeiro [4].

De forma semelhante ao muco, o plasma dos peixes é rico em substancias antimicrobianas
tais como lectinas, moléculas do sistema complemento e outras proteinas sollveis como
imunoglobulinas que atuam de forma sistémica na resisténcia a infeccbes [5]. A presenga
dessas moléculas no plasma é especialmente importante no processo inflamatério no qual
exsudatos plasmaticos contendo estes componentes sericos sdo liberados no local da infeccéo,

atuando sinergicamente com a resposta imune local.

O sistema imune adaptativo apresenta trés componentes principais: linfcitos T, linfocitos
B e imunoglobulinas. Os linfécitos T sdo responsaveis pelo reconhecimento de antigenos,
apresentados por uma celula apresentadora de antigenos (APC) e auxiliam na producdo e
secrecdo de anticorpos especificos (imunoglobulinas) pelos linfocitos B nos fluidos corporais
do peixe, caracterizando a resposta humoral [6]. As principais fun¢bes das imunoglobulinas
incluem ativacdo do Sistema Complemento, neutralizacdo de toxinas e reconhecimento e

opsonizacao de patdgenos, a fim de promover a fagocitose [7].

Como resultado de uma infec¢do por patdgenos como helmintos, tanto componentes da
imunidade inata quanto adaptativa sdo modulados devido a cascata do processo inflamatorio e

a subsequente apresentacdo de antigenos aos linfocitos B, resultando na producdo de
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anticorpos com expressdo local e sistémica [4,8,9]. Além disso, indicadores de danos
teciduais e estresse fisiologico como o0s niveis de alanina aminotransferase, aspartato
aminotransferase, fosfatase alcalina, peroxidases, glicose e proteinas totais também refletem
alteragdes fisioldgicas decorrentes da infeccdo e da resposta imune associada, sendo
frequentemente usados para avaliar o estado de satde dos peixes [10,11].

Estudos avaliando a resposta imune humoral dos peixes a infecgdes por patdgenos tém
recebido enfoque nos dltimos anos, principalmente devido aos prejuizos econdmicos
ocasionados por doencas na aquicultura [12]. Apesar dos recentes avangos no conhecimento
do sistema imune dos peixes, essa resposta pode variar entre espécies e entre individuos
devido a fatores intrinsecos como idade, sexo e variabilidade genética [13]. Portanto, a
compreensdo do sistema imune da espécie em interesse é de extrema importancia para o
desenvolvimento de diagnosticos, tratamentos e vacinas adequados a capacidade de resposta

imune da espécie em suas diferentes fases do ciclo produtivo.

O tambaqui (Colossoma macropomum) € uma espécie AmazOnica cultivada nas
pisciculturas brasileiras, sendo a segunda espécie mais cultivada no pais [14]. Em diversos
estados, tem se reportado altas taxas de infeccdo pelo acantocéfalo Neoechinorhynchus
buttnerae, uma espécie especifica do tambaqui e seus hibridos, e que na atualidade tem
causado prejuizos as pisciculturas [15]. As infecgdes por acantocéfalos podem causar
alteracOes fisiologicas e danos intestinais dependendo, principalmente, da intensidade da
infeccdo e profundidade de insercdo do parasito na parede intestinal [8]. No C. macropomum
infectado pelo acantocéfalo N. buttnerae ja foram descritas diversas alteracdes no intestino
devido aos danos mecanicos causados pelo corpo do parasito e o aprofundamento da
probdscide na parede intestinal [16-18]. Sinais de anemia hipocrdmica também ja foram

relatados em tambaquis infectados por este parasito [19].

Por outro lado, os estudos avaliando alteracdes na resposta humoral intestinal e sistémica
em C. macropomum infectados por parasitos intestinais como acantocéfalos sdo inexistentes.
O conhecimento sobre esta resposta é de primordial importancia para o desenvolvimento
adequado de medidas profilaticas e tratamentos efetivos contra a infeccdo por acantocéfalos e
outros patdgenos recorrentes no cultivo de tambaqui. Portanto, neste estudo avaliou-se a
expressao de fatores humorais em duas classes de peso de tambaqui néo infectado e infectado

por N. buttnerae, considerando as alteracdes locais e sistémicas decorrentes da infeccao.
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2. Material e métodos

2.1. Animais experimentais

Tambaquis, Colossoma macropomum, infectados por Neoechinorhynchus buttnerae
(n=20) foram adquiridos em fazenda comercial e transportados para o setor de piscicultura da
Embrapa Amazonia Ocidental, Manaus, AM. Os peixes coletados foram separados em duas
classes de peso: classe 1 (140,08 + 35,7 g) e classe 2 (401,66 = 33,38 g) e aclimatados em
tanques de 1000L com aeracgéo constante e aquecimento, pelo periodo de duas semanas, sendo
alimentados com racdo comercial extrusada (32% PB) duas vezes ao dia. Os parametros de
qualidade de 4gua como temperatura (28,6 + 0,35 °C), oxigénio (5,44 + 0,19 mg L™V e pH (5,7
+ 0,04) foram monitorados com uso de oximetro (YSI Pro20 oxygen meter, YSI Inc., USA) e
pHmetro digital (YSI F-1100 digital pH meter, YSI Inc., USA). A alcalinidade (4,93 £ 1,89
mg L) foi determinada por titulagdo (acido sulfirico 0,02N) e aménia (0,7 = 0,16 mg L) foi

analisada pelo metodo de endofenol, conforme Koroleff [20].

Tambaquis ndo infectados por N. buttnerae (n=20) foram coletados no setor de
piscicultura da Embrapa Amazénia Ocidental, Manaus, AM e separados em classes de peso:
classe 1 (151,01 + 31.67 g) e classe 2 (467,7 + 66,2 g). Todos os tambaquis foram transferidos
para tanques de 1000 L nas mesmas condigdes de aclimatacdo descrita anteriormente. Os
procedimentos experimentais utilizados neste trabalho estdo de acordo com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA, 2018) e
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Embrapa Pesca e

Aquicultura e esta registrado com o n° 08/2018.

2.2. Obtencéo do soro

Apo6s a aclimatagdo, 10 animais em cada classe de peso (infectados e ndo-infectados)
foram anestesiados com benzocaina (100 mg L) em banho de imerséo, realizando-se a coleta
de sangue por puncéo da veia caudal. O sangue coletado foi deixado em temperatura ambiente
e, apos 1h, foi centrifugado por 5 min realizando-se a coleta do soro e armazenagem a — 80°C
até o momento de uso. Apds a coleta de sangue, os animais foram eutanasiados,
primeiramente induzindo a anestesia profunda com benzocaina (250 mg L), seguida de
perfuracdo craniana (CONCEA, 2018).



81

2.3. Coleta do muco intestinal

O intestino dos peixes foi coletado e aberto longitudinalmente, sendo colocado em placas
de Petri com solucdo salina (0,9%) para verificagdo da presenga de Neoechinorhynchus
buttnerae. O muco foi obtido por raspagem da mucosa intestinal, apds a lavagem do intestino
em agua salina (0,9%), para a remocao das impurezas. Imediatamente apés a coleta, 0 muco
foi colocado em freezer — 20°C e depois transferido para freezer -80°C, de acordo com as
condicBes de estocagem sugeridas por Cordero et al. [21]. O preparo do muco para as anélises
foi realizado conforme Sanchooli et al. [22]. Uma aliquota do muco coletado (200uL) foi
colocado em tubo eppendorf contendo 1800uL de 50mM NaCl, realizando-se a centrifugacao
a 1500 rpm por 10 min a 4°C e o sobrenadante obtido foi armazenado em — 80°C até o

momento de uso.

2.4. Quantificacdo das proteinas totais

A concentracdo de proteinas totais (PTT) presentes no soro e no muco intestinal foi
determinada pelo método de Lowry et al. [23], com solucdo de albumina sérica bovina (BSA)

utilizada como solugéo padréo.

2.5. Andlises enzimaticas

A atividade da fosfatase alcalina (ALP) foi determinada no soro e no muco intestinal pelo
uso de kit colorimétrico (LabTest®, Minas Gerais, Brasil) e a absorbancia foi lida a 590 nm
em espectrofotdometro (Genesys 10S UV-Vis, Thermo Scientific, USA). A atividade da
alanina aminotransferase (ALT) no soro e no muco intestinal foi determinada por kit em
modo cinético (LabTest®, Minas Gerais, Brasil) e absorbancia foi lida a 340 nm em

espectrofotbmetro.

2.6. Titulagéo das imunoglobulinas totais no soro e no muco

A titulagdo das imunoglobulinas foi realizada pelo método Dot-ELISA, utilizando 6
animais infectados e 6 animais ndo infectados em cada classe de peso. Uma placa de ELISA
foi bloqueada com tampéo fosfato salino (PBS), contendo leite desnatado 5% (Molico-Nestlé-

SP). Apos descarte da solucdo, foi acrescentado 100 pL de solugdo com amostras individuais
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de soro e muco em diluicdo 1:100 em tampéo PBS. A partir disso, foi realizada a diluigdo
seriada, com diluicdo inicial de 1:100 a 1:204800. Apo6s isto, em uma membrana de
nitrocelulose 0.45 um (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) foram aplicados dois pL de cada
diluicdo seriada e, apds secagem, a membrana foi imersa em solucdo bloqueadora (PBS
contendo leite desnatado 5%) overnight, a 4°C.

A membrana foi incubada com anticorpos de camundongo anti-imunoglobulinas totais
séricas de tambaqui preparados conforme Sousa [24] em uma dilui¢do de 1:1000 em tampédo
PBS, por 1h, a temperatura ambiente. Entdo, a membrana foi lavada cinco vezes com agua
salina (0,9%) e incubada com o conjugado anti-imunoglobulinas de camundongo marcado
com peroxidase, em diluicdo de 1:1000 em tampdo PBS, por 1lh, a temperatura ambiente.
Apbs cinco lavagens, a coloragdo foi revelada com DAB (0,5 mgmL?) (3, 3"
diaminobenzidina) e H,0, 30% (1,5 pLmL™?). A reagdo foi interrompida pela lavagem

sucessiva da membrana com agua destilada.

2.7. Imunohistoquimica

Um exemplar de tambaqui infectado por N. buttnerae e outro exemplar ndo infectado
tiveram seu intestino retirado e fixado em Bouin para anélise imunohistoquimica. Os cortes
histologicos de intestino foram parafinizados no Histotécnico Leica TP1020, cortadas com o
Micrétomo Leica RM 2245 em 4 um. O material sofreu desidratacdo em concentracdes
crescentes de etanol (70%, 80%, 90% e 100%), diafanizacdo em xilol e incluidos em Paraplast
Plus (Sigma®) [25]. Cortes de Sum foram preparados em micrétomo RM LEICA 2245 e
depositados em laminas.

Em seguida, as laminas foram desparafinizadas e reidratadas por uma sequéncia
descendente em alcool etilico — 100°, 95°, 80°, 70° por cinco minutos cada. Entdo, procedeu-
se 0 bloqueio da peroxidase enddgena incubando as sec¢Bes com uma solugdo contendo 1%
de perdxido de hidrogénio diluido em PBS pelo periodo de 2h em cuba, em temperatura
ambiente. Apo6s este periodo o material foi lavado em solucao de tampéo fosfato salina (PBS)
mais Triton X-100 [C14H220 (C2H40)x] por duas vezes, sob agitacdo, durante 5 minutos em
cada lavagem. Apds a recuperacdo dos epitopos antigénicos as laminas foram bloqueadas com
leite desnatado 5% (Molico-Nestlé-SP) e tamponado com PBS.

Para a marcacdo das imunoglobulinas na mucosa de C. macropomum foi usada uma
concentracdo de 1:300uL do anticorpo policlonal de camundongo anti-imunoglobulinas totais

séricas de tambaqui preparados conforme Sousa [24] sobre os cortes, diluido em solucéo de
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PBS, em cdmara umida por um periodo de 12 horas (overnight) em temperatura ambiente. As
laminas foram lavadas com PBS e Triton X-100 (5 min/ lavagem). Entdo, os cortes foram
incubados com o anticorpo secundario conjugado com peroxidase (Thermo Fisher
Scientific®) na concentracdo de 1:300uL diluido em PBS, em camara Uumida por 1 hora,
seguidas de lavagem em PBS com Triton X-100.

Em ambiente escuro foi instilada uma gota do agente cromogeno 3’3 diaminobenzidina
(DAB) e do substrato da peroxidase, a H202,em cada secgdo, sendo imersas em agua
destilada e ap6s 3 minutos observado a coloracdo da revelacdo. As laminas foram banhadas
em hematoxilina, rapidamente por 5 segundos, mergulhadas seguidamente em alcool absoluto
e xilol, sendo conseguinte montadas com Permount® (Fisher Chemical). As reagdes positivas
foram reconhecidas pela colora¢do vermelho amarronzadas e as negativas pela coloracdo em
tons mais suaves de marrom amareladas. As melhores laminas foram selecionadas e suas
seccdes fotomicrografadas com a utilizacdo de microscopio de luz convencional com camera
acoplada (LEICA DM500) para captura de imagens da reacdo, obtendo-se imagens dos vilos

do intestino de tambaqui parasitado e ndo parasitado com Neoechinorhynchus buttnerae.

2.8. Analise parasitologica

Os parasitos presentes nos peixes infectados foram fixados em formol 5% e quantificados
em estereomicroscopio. Com esses valores, foram calculados os indices parasitarios de acordo
com Bush et al. [26]. A prevaléncia (P) foi calculada com base na relagdo entre o nimero de
hospedeiros parasitados, e o nimero de hospedeiros examinados, multiplicado por 100. A
abundancia média (AM) foi calculada como o numero total de parasitas de uma determinada
espécie na amostra, dividido pelo nimero total de hospedeiros analisados. A intensidade
média (IM) foi calculada pelo nimero total de parasitos de uma determinada espécie em uma

amostra, dividido pelo nimero de hospedeiros infectados por esta espécie.

2.9. Analise estatistica

Quando atendidos os pressupostos de normalidade e homocedasticidade, a ANOVA two-
way foi realizada para testar o efeito da condi¢édo (infectado ou ndo infectado) e das classes de
peso sobre os niveis de alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, proteinas totais e
imunoglobulinas totais presentes no soro e no muco dos animais. Os dados foram testados
quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e & homogeneidade da variancia pelo teste

de Levene. Dados ndo normais foram logaritimizados (log natural).
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Os dados de proteinas totais no soro e de alanina aminotransferase no muco ndo atenderam
aos pressupostos de normalidade e homocedasticidade para analise por ANOVA two-way.
Portanto, esses dados foram analisados por teste t de Student ndo pareado, quando
paramétricos, ou Mann-Whitney, quando ndo paramétricos, comparando animais nas
condicdes infectados ou nédo infectados em diferentes pesos e animais na mesma classe de
peso entre as condigOes. A comparacdo na taxa de infec¢do dos animais infectados nas classes

1 e 2 também foi feita por teste t.

O teste de correlagcdo de Pearson foi usado para determinar a correlagcdo entre as enzimas e
proteinas totais presentes no soro e no muco de animais infectados e ndo infectados. Dados
ndo normais foram correlacionados pelo coeficiente de correlagdo de Spearman. O nivel de
confianca considerado para todas as analises foi p < 0,05 para significancia estatistica [28]. As

analises estatisticas foram realizadas usando o R Statistical Software [27].

3. Resultados

3.1. Analises enzimaticas e proteinas totais

A tabela 1 mostra os niveis de alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (ALP) e
proteinas totais (PTT) encontradas no soro e no muco de tambaqui. Nao houve diferenca entre
os niveis de ALT encontrados no soro entre as classes de peso e entre as condi¢bes dos
animais (p>0.05), assim como no muco. Por outro lado, entre os tambaquis infectados e ndo
infectados por N. buttnerae houve diferenca nos niveis de fosfatase alcalina sérica (p<0.05),
sendo observado o aumento desta enzima no soro dos animais infectados. No entanto, ndo
houve diferenca nos niveis desta enzima entre os animais infectados e ndo infectados
pertencentes & classe 2. No muco, observou-se menores niveis de ALP nos tambaquis
infectados comparados aos ndo infectados (p<0.05). Ndo houve diferenca nos niveis dessa

enzima entre as classes de peso dos tambaquis ndo infectados e infectados (p>0.05).

As proteinas totais ndo apresentaram diferencas entre as classes de peso dos peixes ndo
infectados no soro e no muco. Porém, nos peixes infectados foi possivel observar maiores
concentracBes de proteinas totais séricas e diferencas entre as classes de peso (p<0.05), sendo
os peixes infectados na classe 2 0s que apresentaram maiores niveis desse indicador. No

muco, peixes infectados apresentaram maiores concentracdes de proteinas totais comparados
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aos peixes ndo infectados (p<0.05), porém ndo houve diferenca entre as classes de peso dos

tambaquis nas mesmas condicdes (Tabela 1).

A correlacdo entre as enzimas e as concentracdes de proteinas totais foi realizada
considerando a variacdo desses parametros no soro ou no muco. Foi observada uma
correlacdo negativa significativa entre os valores de ALT e proteinas totais no soro dos

animais infectados e no muco (p<0,05) desses animais (Tabela 2).

Tabela 2. Média + desvio padrdo dos niveis de alanina aminotransferase (ALT), fosfatase
alcalina (ALP) e proteinas totais (PTT) presentes no soro e no muco de tambaqui (Colossoma
macropomum) ndo infectados e infectados por Neoechinorhynchus buttnerae em diferentes
classes de peso.

Parametros Nao infectados Infectados
Soro Classe 1 Classe 2 Classe 1 Classe 2
ALT (ULY 26,83+16,4% 40,1 +21,54° 27,3+ 152 21,34+ 1252
ALP(UL?) 2297+111% 29,15+ 9% 49,4494 429+ 215
PTT (gdL?) 1,09 +0,272 1,12+ 0,132 1,38 +0,3° 2,06 +0,7¢
Muco

ALT(ULY) 683+299%° 954+73% 9435+3412% 756 +51,4%
ALP (UL?Y  441,1+48 4345+78,9% 354,7+89,7° 2933+ 105,4°

PTT (gdLY) 0,27+0,07° 0,35+0,11* 0,46 +0,35° 0,5+ 0,22°
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (p<0.05).

Tabela 3. Correlacéo entre diferentes pardmetros no soro e muco de tambaqui (Colossoma
macropomum) ndo infectados e infectados por Neoechinorhynchus buttnerae.

Condicao Soro Coeficiente Muco Coeficiente
N&o infectados ALT vs ALP 0.35 ALT vs ALP 0.09
ALT vsPTT 0.12 ALT vs PTT 0.27
ALP vs PTT 0.06 ALPvs PTT 0.00
Infectados ALT vs ALP -0.24 ALT vs ALP 0.22
ALT vs PTT -0.49* ALT vs PTT -0.56*
ALP vs PTT 0.16 ALP vs PTT -0.31

ALT = alanina aminotransferase; ALP = fosfatase alcalina; PTT = proteinas totais. * = correlacdo
estatisticamente significativa (p<0.05).
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3.2. Titulos de imunoglobulinas totais presentes no soro e no muco

Os resultados dos titulos de imunoglobulinas totais no soro € no muco foram expressos em
end-points, que representam o ultimo ponto da diluicdo em que é possivel detectar a reacéo
com o anticorpo anti-camundongo marcado com peroxidase. Os titulos de imunoglobulinas
totais no soro foram significativamente maiores nos animais infectados por N. buttnerae
(p<0,05), em relacdo aos animais ndo infectados (Figura 1). No muco, houve diferencas
significativas desse parametro entres as condicdes, sendo observado maiores titulos de
imunoglobulinas nos animais ndo infectados. A interagdo entre os fatores condi¢éo (infectado
e ndo infectado) e classe de peso (classe 1 e classe 2) ndo foi estatisticamente significativa

para os titulos de imunoglobulinas totais no soro e no muco (p>0,05).
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Figura 1. End-points das diluicdes seriadas das imunoglobulinas totais no soro e no muco de
tambaqui (Colossoma macropomum). N = animais ndo infectados, | = animais infectados. * =
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).

3.3. Andlise imunohistoquimica

Na analise imunohistoguimica dos intestinos de tambaqui ndo infectado e infectado por N.
buttnerae, observou-se a reacdo positiva entre o anticorpo anti-imunoglobulinas totais do
tambaqui e do anticorpo anti-camundongo marcado com peroxidase nas células presentes na
lamina proépria (provavelmente linfécitos B) dos vilos intestinais em nos animais infectados e

ndo infectados (Figura 2). Além disso, no intestino infectado a reacdo revelou a presenca de
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imunoglobulinas no muco e na superficie corporal do acantocéfalo, indicando a interacdo

dessas moléculas com o parasito (Figura 2).

Figura 2. Comparagdo da reagdo na camada mucosa do intestino de Colossoma
macropomum nao infectado (A) e infectado por Neoechinorhynchus buttnerae (B) tratados
com imunoglobulina de camundongo anti-imunoglobulinas de tambaqui. A coloracéo
vermelha- amarronzada revela a presenca de imunoglobulinas. A. Intestino ndo infectado
apresentando vilo intacto e reacdo positiva nas células presentes na lamina propria (cabeca
de seta). B. Intestino infectado mostrando compressdo do vilo pelo corpo do parasito
(asterisco) e reacdo positiva nas células presentes na ld&mina propria (cabega de seta preta),
no muco (seta fina) e na superficie corporal do acantocéfalo (cabeca de seta branca).

3.4. Andlise parasitologica

Os indices parasitarios (prevaléncia, intensidade média e abundancia média), assim
como os valores de minimo e m&ximo de parasitos encontrados nos peixes da classe 1 e classe
2 sdo apresentados na tabela 3. Ndo houve diferenca significativa nas taxas de infeccéo entre

as classes de peso (p>0.05).

Tabela 4. indices parasitarios de tambaqui (Colossoma macropomum) infectados por
Neoechinorhynchus buttnerae em diferentes classes de peso.

Infectados  Prevaléncia Intensidade média  Abundancia média Min - Max

Classe 1 100% 693.8 +420.5 693.8 +420.5 171 -1389
Classe 2 100% 1020.3 + 362.3 1020.3 + 362.3 526 - 1540
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4. Discussao

No ambiente natural, 0s peixes estdo expostos ao contato com uma maior diversidade de
agentes infecciosos, portanto, existe uma competitividade entre os proprios patdgenos para a
ocupacdo de determinados sitios no hospedeiro [29]. Em ambientes de confinamento, como
nas pisciculturas, os registros de infec¢des estdo geralmente associados a poucas espécies de
patdgenos que sdo encontrados em maior abundancia [30]. Neste estudo, foram registradas
altas taxas de infeccdo (693,8 = 4205 e 1020,3 + 362,3) por N. buttnerae em C.

macropomum.

Todos os intestinos de tambaquis infectados analisados eram exclusivamente infectados
por N. buttnerae e o valor minimo e maximo encontrado por peixe foi 171 e 1540 parasitos,
respectivamente. A intensidade de infeccdo observada neste estudo provavelmente foi
favorecida pelo ambiente de confinamento, uma vez que a presenca de hospedeiros
intermediarios facilita que o acantocéfalo N. buttnerae complete seu ciclo reprodutivo nos
tanques de piscicultura e possa aumentar em abundancia no hospedeiro, provavelmente por

reinfeccgdes sucessivas [18].

A infecgdo por parasitos intestinais pode resultar em alteracdes fisiologicas relacionadas a
resposta imune dos hospedeiros aos danos causados pelo parasito [19,31]. A alanina
aminotransferase ¢ uma enzima indicadora de dano na funcdo hepatica e também esta
relacionada ao metabolismo de proteinas, podendo sofrer alteragcdes em seus niveis séricos e
teciduais principalmente quando os peixes séo sujeitos a condic¢des de toxicidade [32,33]. Em
resposta a infeccOes intestinais, dependendo da patogenicidade do parasito, é observada uma

alteracdo nos niveis de ALT sérica ou em 6rgdos como o figado [34].

Em Channa punctatus infectado pelo nematédeo Eustrongilydes sp. foi observado
aumento nos niveis de ALT, ALP, assim como nos niveis séricos de aspartato
aminotransferase (AST) [35]. Estas alteracdes também foram descritas para duas espécies de
bagres (Bagrus bayad e Bagrus docmak) infectados simultaneamente por protozoarios,
nematddeos e cestddeos [36]. Nesses estudos, a alteracdo nos niveis de ALT foi decorrente
dos danos causados pelos parasitos nos tecidos que infectam, havendo rupturas nas camadas
do intestino e sendo observado hemorragias no figado e no bago, além do aumento do

metabolismo no figado ocasionando lise de hepatécitos [35,36].

O N. buttnerae infecta o intestino do tambaqui, porém, a maior parte dos parasitos ficam

livres no lumen do intestino, enquanto a quantidade de parasitos que fixam a probdscide na
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parede intestinal é proporcionalmente menor [16]. Quando ha fixagdo da probdscide, pode-se
observar danos mais severos conforme o grau de penetracdo do parasito [16,18]. No presente
estudo, os tambaquis infectados ndo apresentaram diferencas nos niveis séricos ou no muco
intestinal de ALT em relacdo aos tambaquis ndo infectados, mostrando que a infeccédo por
acantocéfalo mesmo que intensa, como a relatada neste estudo, ndo teve efeito sobre esta

enzima.

Em contrapartida, os niveis de fosfatase alcalina no soro aumentaram nos tambaquis
infectados, podendo indicar algum dano na funcdo hepatica, uma vez que essa enzima €
intracelular e a elevacdo de sua concentragdo no soro é geralmente em funcdo do aumento da
permeabilidade da membrana dos hepatdcitos ou do rompimento dessas células [37]. Além
disso, 0 aumento da fosfatase alcalina sérica também pode ser influenciado pela secrecdo
dessa enzima na porc¢éo basolateral dos enterocitos, em resposta a infeccdo ou pela lise celular
dos enterdcitos causada pelos danos no epitélio intestinal, uma vez que uma parte da fosfatase

alcalina sérica € proveniente do intestino [38].

A atividade imune da fosfatase alcalina intestinal esta relacionada a manutencdo da
homeostase gastrointestinal, pois participa do controle da inflamacdo local, prevenindo a
infiltracdo de neutrofilos [39]. Além disso, esta enzima participa da desfosforilagéo de
substancias endogenas pro-inflamatorias como adenosinas fosforiladas (ADP, ATP, AMP)
liberadas decorrentes de alteracdes na integridade tecidual devido as infec¢Bes [37]. Assim,
varios estudos relatam o aumento da atividade de fosfatase alcalina como consequéncia a
infeccdo por helmintos [40]. Neste estudo, foi observada uma diminuicdo nos niveis de
fosfatase alcalina no muco intestinal dos tambaquis infectados que pode ser consequéncia do
dano causado pela fixacdo da probéscide do N. buttnerae ou pelo corpo do parasito no epitélio

intestinal.

Aguiar et al. [16] descreveram os danos teciduais associados a infeccdo por N. buttnerae,
relatando danos como compressao e descamacéo dos vilos quando os parasitos estavam livres
no limen até o desaparecimento dos vilos quando havia fixacdo da proboscide do parasito na
parede intestinal. A fosfatase alcalina intestinal é secretada no muco pela porcdo apical dos
enterocitos [41], portanto, a alta taxa de infeccdo pode ter ocasionado danos ao longo de todo
o epitélio intestinal. Como resultado, a secrecdo dessa enzima nas vilosidades pode ter sido
reduzida, diminuindo a concentracdo de fosfatase alcalina no muco intestinal, favorecendo a

intensa resposta inflamatéria no intestino, como relatado na infeccdo por este parasito [17,18].
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A proteina total sérica é frequentemente usada como um indicador do estado de satde dos
peixes [11,42]. Nos tambaquis infectados foi observada a elevacdo dos niveis de proteinas no
soro e no muco. Os niveis de proteina total sérica podem ter aumentado nos animais
infectados devido a maior producdo de anticorpos e da elevacdo dos niveis de fosfatase
alcalina nestes animais. A maior concentracdo de proteinas no muco intestinal dos animais
infectados também pode ser em virtude da producédo de outros fatores humorais secretados no
muco, como apo-lipoproteinas e outras enzimas relacionadas a resposta imune a infeccéo, e

secrec¢des produzidas pelo préprio parasito [40,43,44].

No presente estudo, a elevacdo dos titulos de imunoglobulinas séricas totais no tambaqui
em funcdo da infeccdo demonstra a producdo de anticorpos em resposta ao estimulo de um
antigeno proveniente do parasito, ainda que as funcdes das imunoglobulinas produzidas nao
estejam elucidadas. Apesar dos altos titulos nos animais infectados, ndo foi constatado sinal
de resisténcia a infeccdo ao se observar a heterogeneidade de tamanhos dos acantocéfalos, que

indicava a ocorréncia de reinfeccdes.

Alguns estudos caracterizando o repertério de imunoglobulinas secretado por linfécitos B
de peixes teledsteos constataram uma grande diversidade de receptores e uma ampla resposta
policlonal em resposta a infeccéo sistémica [45,46]. Diferentes mecanismos podem estimular
a resposta policlonal dos linfocitos B em peixes, incluindo ativagdo direta por moléculas

mitogénicas oriundas do parasito ou a presenca de substancias toxicas no ambiente [47].

Em salmonideos, substancias mitogénicas estimularam a proliferacdo de linfécitos B,
sendo o aumento dos niveis de imunoglobulinas totais séricas mais relacionadas a ativacao
policlonal desses linfécitos do que a proliferagdo monoclonal [48]. Porém, se este estimulo
tem efeitos benéficos ou deletérios para a efetividade da resposta imune na eliminacdo ou
resisténcia aos parasitos ainda é uma questdo em debate, uma vez que a resposta policlonal
pode aumentar a probabilidade de reagir a um patdégeno, mas também pode desencadear o

desenvolvimento de uma doenga autoimune [57].

Poucos trabalhos relataram a producdo de anticorpos por peixes infectados por
acantocéfalos [49,50]. Anticorpos especificos ao acantocéfalo Neoechinorhynchus carpiodi
foram detectados em Carpiodes cyprinus [51]. Nesse estudo, a reacdo antigeno-anticorpo
observada foi mais intensa nos parasitos adultos e ndo foi encontrada correlacdo entre os

titulos de anticorpos e a intensidade da infeccéo.
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Harris [52] relatou a produgdo de anticorpos por Leuciscus cephalus em resposta a
infeccdo pelo acantocéfalo Pomphorhynchus laevis. Os anticorpos foram detectados por
precipitacdo tanto no soro quanto no muco intestinal do peixe, apresentando reagdo antigeno-
anticorpo somente quando parasitos adultos foram utilizados. Em ambos os trabalhos, néo foi
possivel determinar a funcdo dos anticorpos produzidos pelo peixe, porém, sugere-se que
estes possam estar relacionados a sinalizacdo celular ou neutralizacdo de toxinas produzidas

pelo parasito [52].

No muco de C. macropomum foram observadas diferencas entre os titulos de
imunoglobulinas dos animais infectados e ndo infectados, sendo que o0s animais néo
infectados apresentaram titulos mais altos de anticorpos. Conforme revelado pela
imunohistoquimica, as imunoglobulinas secretadas na mucosa intestinal estavam presentes no
muco, mas também ligadas a superficie do N. buttnerae. Assim, propde-se que os titulos de
imunoglobulinas no muco intestinal dos tambaquis infectados e ndo infectados apresentaram
diferencas significativas devido a agregacdo de uma parte das imunoglobulinas secretadas no
corpo do parasito, 0 que diminuiria a detec¢do dessas moléculas sollveis no muco coletado.
Por outro lado, pode também significar que a presenca de niveis mais altos de
imunoglobulinas no muco dos animais ndo infectados conferiu a estes animais alguma

resisténcia a infeccéo.

Por meio da imunohistoguimica, ha um indicativo de que o muco e o soro do tambaqui
compartilham a mesma classe de imunoglobulina participando da resposta imune a infec¢éo,
uma vez que o anticorpo anti-imunoglobulinas de tambaqui totais séricas foi utilizado para o
processo de revelagdo das imunoglobulinas na mucosa intestinal. Os resultados da
imunohistoquimica também mostraram que provavelmente proteinas presentes na cuticula ou

no tegumento do N. buttnerae possam ser a fonte imunogénica para a producédo de anticorpos.

A funcdo dessas imunoglobulinas na mucosa intestinal pode estar relacionada a
sinalizacdo para células efetoras frequentemente associadas a infecgdes por helmintos em
teledsteos, principalmente, eosinofilos, mastocitos e celulas rodlets [8,53,54]. Em Cyprinus
sp. e Schizothorax sp, os danos causados por acantocéfalos resultaram em eosinofilia na
mucosa intestinal [55]. Essa resposta celular também ja foi observada em zebrafish e € bem
estabelecida para mamiferos, indicando uma conservagdo do papel de eosindfilos na resposta
a antigenos ou infec¢des por helmintos [56]. Porém, as interac6es entre as imunoglobulinas na

mucosa intestinal e a resposta celular associada ainda precisam ser elucidadas.
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Este é o primeiro estudo reportando a titulagdo de anticorpos de C. macropomum e
avaliando alteracdes de fatores humorais na resposta imune no soro € no muco intestinal em
consequéncia da infeccdo por acantocéfalos. A resposta imune humoral do C. macropomum
observada mostra que a infeccdo resulta na alteracdo local e sisttmica de componentes da
imunidade inata e adaptativa do animal. A variacdo nos titulos de imunoglobulinas em
resposta a presencga do acantocéfalo no intestino indica o potencial antigénico deste parasito.
Porém, a efetividade dessa resposta na eliminacdo ou resisténcia ao parasito, assim como

possibilidades de imunizagéo ainda precisam ser avaliadas.
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CONCLUSAO GERAL

Na resposta dos peixes teledsteos a infeccdo por helmintos, 0 aumento no ndmero e
tamanho das células produtoras de muco possui papel fundamental na protecdo das mucosas
dos danos mecénicos que o parasito pode causar, além de conter componentes imunes que
podem danificar o tegumento ou alterar o metabolismo do parasito. As células rodlet e os
mastdcitos, acompanhados por neutrofilos e macrofagos, sdo os principais tipos de células
descritas em infec¢des causadas por todos os grupos de helmintos. A participacdo do sistema
imune adaptativo na eliminacdo de parasitas e na aquisicdo de resisténcia contra futuras
infeccbes (memoria imunoldgica) ainda € um campo a ser elucidado, principalmente

considerando a variabilidade inter/intraespecifica observada na expressao dessa resposta.

Nesse sentido, mostrou-se que a purificacdo de imunoglobulinas no tambaqui pode ser
realizada pelo método do é&cido caprilico como etapa inicial para o isolamento das
imunoglobulinas (Ig). A classe de Ig isolada apresentou massa molecular semelhante a IgM ja
descrita para outros teledsteos, sendo uma classe presente no soro e no muco dessa espécie. A
presenca do acantocefalo estimulou o aumento da expressdo de imunoglobulinas na mucosa
intestinal de tambaqui, observando-se maiores titulos de imunoglobulinas nos animais
infectados. Foi possivel observar que o muco tambeém agrega as imunoglobulinas produzidas
e secretadas, reforcando a importancia desse fluido na resposta imune inata e adaptativa as
infeccbes por parasitos. Além da expressdo de imunoglobulinas no muco, também se
constatou a alteracdo de determinados parametros na mucosa intestinal e no soro de tambaqui
devido a infeccdo por acantoceéfalos. As alteracfes nos niveis de fosfatase alcalina,
imunoglobulinas e proteinas totais no soro e no muco intestinal mostra a influéncia da

infeccdo sobre resposta imune inata e sisttmica do tambaqui.

Considerando o conhecimento presente na literatura, este € um estudo pioneiro na
investigacdo da resposta imune adaptativa do tambaqui. Espera-se possibilitar novas
abordagens na pesquisa e na inovagdo tecnoldgica quanto ao desenvolvimento e avaliagdo de
diagnosticos, imunoestimulantes e medidas profilaticas. Ainda hd muito que se conhecer
sobre participacdo da resposta imune humoral do tambaqui na eliminacdo ou em conferir
resisténcia a infecgdes assim como possibilidades de imunizagdo, mas, este estudo espera
contribuir com o conhecimento da biologia da espécie e na busca de solugbes para 0s

problemas enfrentados no setor produtivo.



