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RESUMO GERAL

O bijupira Rachycentron canadum, apresenta varias caracteristicas favoraveis para a
aquicultura, como alta taxa de crescimento, bons coeficientes de eficiéncia alimentar e
carne de excelente qualidade, entre outras. No presente estudo foi realizada uma analise
do sistema imune do bijupira através de técnicas de histologia e imunohistoquimica. A
ontogenia dos orgaos imunocompetentes (rim anterior, timo e bago) em larvas e juvenis
de bijupira, desde a eclosdo até 53 dias apos a eclosdo (dae), foi realizada através da
andlise histoldgica. O rim foi o primeiro 6rgao linfohematopoiético a aparecer, presente
no 1° dia apos eclosdo (dae) (3,8 = 0,04mm), o surgimento do bago foi no 5° dae (4,8 +
0,2mm) e no 7° dae (5,4 = 0,2 mm) o timo; conforme andlise os o6rgdos linfdides
tornaram-se evidente com o avanc¢o da idade do peixe. Foi possivel também estabelecer
a presenca de receptores especificos de linfcitos através da imunomarcacdo com
anticorpo monoclonal anti-CD3 e anti-CD4. Foi encontrado no timo 0s primeiros
receptores linfocitarios CD3 ao 7° dae com 27% mm2 e 99% mm?2 de tecido timico aos
53 dae (154 £ 4,6mm). A expressao fenotipica dos receptores CD3 no rim foi destacada
no 8° dae (6,5 + 0,2mm) com uma expressdo de 10% mm? e 32% mm? de tecido renal
aos 53 dae. A imunomarcacdo dos receptores linfocitarios CD4 foi destacada
inicialmente no timo com 7 dae, com 5% mm? e aos 53 dae com 63% mm2 de linfocitos
imunomarcados com anti-CD4. No Rim, a populacdo de linfocitos T4 foi registrada
primeiramente aos 13° dae (12,4 £ 0,7 mm) com 9% mm?2 e aos 53 dae com 28% mm?
da populacdo linfocitaria CD4 do tecido renal, definindo o desenvolvimento funcional
do sistema especifico, associada a capacidade da memoria imunoldgica. Também foi
possivel estabelecer que ocorre uma repovoacao de linfécitos T no rim anterior, 0s
linfocitos que migram do rim anterior para o timo e adquirem receptores especificos de
celulas T, retornando ao rim anterior e mantendo suas atividades imunes. O estudo dos
mecanismos do sistema imune sdo importantes para o sucesso de um cultivo, pois as
doencas sdo uma das principais causas de perdas econémicas na aquicultura em todo

mundo.

Palavras chaves: sistema imune, ontogenia, imunohistoquimica, 6rgdos linfoides,

bijupira.



ABSTRACT

The cobia Rachycentron canadum has several desirable traits for aquaculture, most
importantly a rapid growth rate, good feed conversion ratio and good flesh quality. In
the present study, the immune system of cobia was evaluated through histology and
immunohistochemistry. Ontogeny of immunocompetent organs (head kidney, thymus
and spleen) in cobia larvae and juveniles from hatching to 53 days after hatching (dah)
was histologically described. The first lymphohematopoietic organ to appear was the
kidney, at 1 dah (3.8 £ 0.04 mm), followed by the spleen at 5 dah (4.8 + 0.2 mm) and
the thymus at 7 dah (5.4 £ 0.2 mm); the lymphoid organs became evident as the fish
grew older. It was also possible to establish the presence of specific lymphocyte
receptors through immunolabeling with the monoclonal antibodies anti-CD3 and anti-
CD4. The first evidence of CD3 lymphocyte receptors was found at 7 dah with 27%
mm2 of thymic tissue and at 8 dah (6.5 + 0.1 mm) in the kidney, expressed in 10% of
the kidney tissue. Initially, 5% mm? of lymphocytes with CD4 lymphocyte receptors
were initially immunolabeled in the thymus. In the kidney, T4 lymphocyte population
was registered to be present at 13 dah (12.4 £ 0.7 mm) with 9% mm?, defining the
functional development of the specific system, associated to immunological memory
capacity It was also possible to establish a repopulation of T lymphocytes in the head
kidney; lymphocytes migrate from the head kidney to the thymus and acquire specific
T-cell receptors, returning to the head kidney and maintaining their immune activities.
The knowledge about the immune system mechanisms is important for farming

activities, as diseases are the major causes of economic losses in global aquaculture.

Key words: immune system, ontogeny, immunohistochemistry, lymphoid organs, cobia



1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Aquacultura

No Brasil, segundo os dados da FAO, entre o ano 1999 e 2000, enquanto a
aquicultura mundial cresceu em 9%, no Brasil cresceu 36%. Atualmente a aquicultura é
praticada em todos os estados do Brasil, com alto potencial de crescimento e
desenvolvimento (FAO, 2010).

Destacando a aquicultura do bijupird, sua criagdo teve inicio nos anos 1970 nos
EUA, com tentativas de criacdo em laboratérios, em 1990 em Taiwan obtiveram a
primeira desova em cativeiro (Liao et al. 2004; Kaiser & Holt, 2005). Desde 1994,
desovas vém sendo obtidas a partir de reprodutores produzidos em cativeiros (Liao et
al. 2004). A producdo mundial de bijupird em 2009 foi estimada em 31.926 t (FAO,
2011) e destacaram-se como principais produtores China e Taiwan. Embora ndo conste
nas estatisticas da FAO, o Vietnam teve producdo estimada de 1.500 t em 2008 (Nhu et
al. 2011). Existem também relatos da criacdo desta espécie nos Estados Unidos
(Weirich et al. 2004), México (Segovia-Valle et al. 2006), llhas Réunion, Japé&o,
Indonésia (Liao & Leafio, 2007), Porto Rico, Tailandia, Ird, Republica Dominicana,
Bahamas, Martinica (Benetti et al. 2008), Emirados Arabes Unidos (Yousif et al. 2009),
Colémbia, Singapura, Belize (FAO, 2011) e india (Gopakumar et al. 2011).

No Brasil, o bijupira estd presente em todo o litoral, mas é mais abundante em
aguas tropicais (Figueiredo & Menezes, 1980), no entanto, atualmente ndo ha producéo
comercial da espécie, o cultivo de bijupira esta iniciando no Brasil e ha grande interesse
em sua criacdo, inclusive com iniciativas de empresas privadas e apoio governamental.
Vérias pesquisas em desenvolvimento sobre a espécie sugerem um potencial para a

aquicultura brasileira (Sanches 2007; Benetti et al. 2008).

1.2. Bijupira

Rachycentridae € monotipica e a Unica espécie & Rachycentron canadum,
conhecida popularmente como bijupira, beijupira ou cobia. Sdo peixes pelagicos

migratorios e amplamente distribuidos em aguas tropicais e subtropicais do oceano



Atlantico, do Oceano Indico e com excecéo da porcao leste do oceano Pacifico (Shaffer
& Nakamura, 1989; Brown-Peterson et al. 2001), no Brasil, 0 bijupira esta presente em
todo o litoral, mas € mais abundante em aguas tropicais (Figueiredo & Menezes, 1980).

O bijupira é uma espécie de habito carnivoro, predador de peixes, crustaceos e
lulas (Kaiser & Holt, 2005). O desempenho do bijupira criado em pH 8 ou 7 é superior a
dos peixes criados em pH mais reduzido. O crescimento e a eficiéncia de conversdo
alimentar sdo comprometidos quando os juvenis de bijupira sdo criados em sistemas de
recirculacdo de agua com pH 6 ou 5 (Sampaio et al. 2008). Temperaturas entre 27 e
29°C séo as mais adequadas para otimizar o crescimento e a eficiéncia alimentar de
juvenis de bijupira (Sun et al. 2006).

Apresentam fecundacdo externa. Em regides subtropicais a reproducdo ocorre
nos meses de verdo, enquanto em latitudes mais baixas o periodo de desova pode ser
mais estendido (Shaffer & Nakamura, 1989). Os machos atingem a maturidade com
dois anos de vida (65 cm) e as fémeas, com trés anos de vida (80cm), mas j& foram
encontrados individuos mais precoces (Franks & Brown-Peterson, 2002). A desova
natural do bijupira é controlada pelo fotoperiodo e pela temperatura da dgua. Arnold et
al. (2002) e Benetti et al. (2008) obtiveram as primeiras desovas quando a temperatura
ultrapassou os 24°C e o fotoperiodo atingiu 13 horas de luz por dia. Temperaturas acima
de 28°C parecem inibir a desova de bijupira. A temperatura nao deve ser inferior a 19°C
no inverno e deve haver uma elevacdo de aproximadamente 1°C por més, até que no
verdo a temperatura esteja entre 26 e 28°C (Kaiser & Holt, 2005; Sampaio et al. 2010).

Esta espécie apresenta varias caracteristicas favoraveis para a aquicultura,
principalmente uma alta taxa de crescimento (Liao & Leafio 2007), pois é capaz de
alcancar um peso médio entre de 4 - 6 kg em um ano (Arnold et al. 2002; Benetti et al,
2008), e entre 8 a 10 kg em 16 meses (Liao et al., 2004), esses peixes atingem até 2 m
de comprimento e 68 kg (Shaffer; Nakamura, 1989). Além disso, o bijupira apresenta
bons coeficientes de eficiéncia alimentar (Webb et. al. 2007), adaptabilidade ao
confinamento e aceitacdo de dietas comercialmente disponiveis (Chou et al. 2001; Craig
et al. 2006). Tem capacidade de reproducdo em cativeiro (Faulk & Holt 2006), com
fecundidade elevada (Faulk & Holt 2008), alta taxa de sobrevivéncia pés-eclosdo (Liao
et al. 2004; Faulk et al. 2007), boa producdo de larvas (Benetti et al. 2008), a
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capacidade para resistir a variagcbes de salinidade (Resley et al. 2006) e carne de
excelente qualidade (Liao et al. 2004; Craig et al. 2006; Liao & Leafio 2007).

Devido a estas caracteristicas, a producdo de bijupirad tem crescido desde 1990,
especialmente no Sudeste e Leste da Asia (especialmente China e Taiwan). Sua
producdo normalmente utiliza tanques-redes em mar aberto e também sistemas
intensivos de recirculacdo, e outra importante alternativa € a utilizacdo de viveiros
estuarinos (Benetti et al. 2008).

Por outro lado, como o uso desta espécie é relativamente novo na aquicultura,
ainda existe pouco conhecimento sobre alguns aspectos da fisiologia da espécie, como a
caracterizacdo das células, tecidos e 6rgdos que participam na resposta imune e aspectos
relacionados com a ontogenia deste sistema, sendo necessarios mais estudos sobre estes
aspectos (Holt et al. 2007).

1.3. Sistema imunoldgico dos peixes teledsteos

O sistema imune pode ser definido como um conjunto de 6rgdos, tecidos, células
e moléculas capazes de reconhecer o que é proprio e recusar 0 que ndo € préprio. O
sistema imune pode ser classificado do ponto de vista funcional em duas classes: o
sistema imune inato, inespecifico ou natural e o sistema imune adaptativo, especifico ou
adquirido (Abbas 2007).

1.3.1. 0 sistema imune inespecifico ou inato

O sistema imune inespecifico é denominado antigeno independente, ou seja,
qualquer que seja 0 antigeno a resposta sera semelhante e ao longo do tempo a presenca
do mesmo antigeno nédo altera a resposta, ou seja, ndo ha memoria imunologica. Este
sistema atua como primeira linha de defesa contra a presenca de um agente patdgeno e
no controle de muitas infeccGes sem recorrer ao sistema especifico (Levraud &
Boudino, 2009).

Este sistema é composto por barreiras fisicas e mecanicas, como a pele, cuja
funcdo e impedir a entrada de agentes patdgenos. A pele é resistente e produz abundante
muco que contém lizosima, enzima bactericida, mais encontrado nas mucosas. Em
segundo lugar, o tecido sanguineo fornece células circulantes no sangue periférico,

como granuldcitos, mondcitos e trombdcitos de importancia no estabelecimento do
11



processo inflamatério. No plasma também se encontram substancias que sdo de
interesse na resposta imune inespecifico para estimular e ativar a fagocitose de
complexos imunes, gerar lise direta do patdgeno e desencadear o processo inflamatorio,
quando a gravidade do ataque exigir. O mecanismo de acdo do sistema imune, conforme
0 esquema, mostra a possibilidade do patdégeno ndo ser controlado, transferindo essa
acao para o sistema especifico (Romano 2010) (figl).

No entanto, o sistema imune inespecifico estd composto por fatores celulares
(células do sangue) células destinadas a fagocitar e apresentar o antigeno ao sistema
imune especifico além dos fatores humorais (Magnadéttir 2006; Romano 2010). Em
alguns casos, quando o material a ser fagocitado é grande, formam-se células gigantes
multinucleadas (Klosterhoff & Romano 2012).

Entrada de patégeno Entrada do mesmo
l patégeno (reinfecgdo)

A —~ A4
=

l Recuperag¢ido l

Enfermidade Auséncia da enfermidade

Figura 1: Mecanismo de acdo da imunidade inespecifica e especifica: quando um agente
patdgeno entra no organismo comeca a resposta inespecifica, o patdgeno é destruido e o animal
se recupera, se ndo pode ser controlado, transfere-se a informacdo ao sistema especifico, que
reage (imunidade celular e humoral) gerando uma resposta eficaz, destruindo o patégeno e a
memoéria imunoldgica é gerada bloqueando qualquer futura tentativa de entrada do mesmo
patégeno (Romano 2010).

1.3.2. Células do sistema Imune inato:

As principais células que participam na resposta inflamatoria inespecifica sdo os
macrofagos, os quais fagocitam substancias estranhas abioticas e bioticas como
diferentes patdgenos. Células apresentadoras de antigenos (APC) também estdo
envolvidas na resposta imune especifica, de tal forma que podem fornecer uma ponte
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entre a resposta imune inespecifica e a especifica. Em ultima analise, essas células tem
uma heterogeneidade funcional que vai além de uma simples fagocitose (Romano
2010). Sua diferenciacdo e origem no rim anterior dos peixes ainda nao estdo
esclarecidas. Encontram-se em transito entre os tecidos centrais hematopoiéticos, como
o rim anterior onde se diferenciam em diversas células fagociticas, tais como
macrofagos chamados fixos ou histidcitos. Durante os processos inflamatorios estas
células abandonam os vasos sanguineos no local afetado, transformam-se em histidcitos
e fagocitam bactérias e restos celulares. Os mondcitos-macréfagos também sdo células
apresentadoras de antigenos (Romano 2010; Male et al. 2006).

Os macrofagos incorporados nos tecidos distribuem-se estrategicamente por
todo o corpo constituindo o sistema fagocitario mononuclear (SFM). Mas o enfoque das
células histiociticas implica considerar inicialmente sua enorme capacidade funcional
para enquadrar adequadamente os caracteres morfoldgicos e histoquimicos dos mesmos
(Male et al. 2006).

O conhecimento atual sobre os macréfagos confirma seu papel central em
todos os tecidos como células de defesa e interacdo. O papel de defesa é o mais
conhecido; a funcdo de interacdo, isto é, acdo exercida reciprocamente entre dois ou
mais agentes, forcas, funcGes, permite destacar as atividades que vao além de avaliar a
atividade fagocitaria, estendendo-se até as suas coparticipacdes permanentes com outras
células (Ferguson 1989). Nos peixes, este sistema esta totalmente desenvolvido, nos
quais encontram-se células com capacidade fagocitaria circulando no sangue e em
outros tecidos (Tab.1).

Tabela 1: Sistema fagocitario mononuclear em tele6steos (Romano, 2010).

Tipos de células Local do tecido

Macro6fago fixo (histiécito) Tecido conjuntivo de todo o

organismo
Células semelhantes as células de Kupffer de .
. Figado
mamiferos
Melanomacréfagos Baco, rim, figado
Célula granular eosinofila (CGE) Vérios tecidos
Microglia Sistema nervoso central
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Células mesoteliais Serosa pericardica e peritoneal

A distribuicdo dos macrofagos em todo organismo garante a retirada de
elementos e/ou células estranhas e também produtos proprios de envelhecimento
celular. Nos peixes existem macrofagos carregados de pigmentos denominados
melanomacrofagos, produzidos no rim, baco e em algumas espécies, no figado. Da
mesma forma, sua presenca é abundante em tecidos inflamados (Hernandez & Zapata
1986, Agius 2003). Os melanomacrofagos podem se apresentar como células isoladas
como observado em teledsteos inferiores, como em salmonideos, ou como grupos
celulares formando centros melanomacrofagicos (CMM) como na maioria dos
teledsteos superiores, como os ciprinideos (Hernandez & Zapata 1986).

As caracteristicas da coloragdo dos melanomacréfagos estdo relacionadas com a
presenca dos pigmentos, formados pelo acimulo de ferro, melanina, material amorfo
fagocitado, e eventualmente por pigmento cerdide (Agius & Agbede 1983). A
circulacdo e ativacdo de linfécitos pelos CMM, bem como o aumento de seu ndmero em
varias condi¢cBes patoldgicas indicam o importante papel que estas células
desempenham no mecanismo de defesa dos peixes. Estes CMM podem representar o0s
centros germinais mais primitivos, homologos a de aves e mamiferos (Agius 1979,
Anderson 1990, Macchi 1992).

As células granulares eosinofilicas (CGE) também sdo importantes na resposta
imune inespecifica de peixes. As CGE sdo células mononucleares que contém
abundantes e proeminentes granulos eosinofilicos. As caracteristicas histoquimicas
dessas células e suas associagdes com certas doencas sugerem que sdo semelhantes aos

mastadcitos dos mamiferos (Lucena 1990; Matsuyam 2002).

1.3.3. Fatores bioquimicos plasmaticos e tissulares:

Existem varios tipos diferentes de substancias envolvidas direta ou indiretamente
na fagocitose. Algumas geram opsonizacao de microorganismos ou procuram impedir a
replicacdo viral e outras que participam da resposta inflamatoria que € uma resposta
inespecifica inicial completa frente a um patdgeno. Pesquisas recentes, em varios

animais, incluindo peixes, relatam peptideos antimicrobianos endogenos que sédo
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importantes na resposta imune inespecifica (Romano 2008). Os mais conhecidos séo as
lisozimas.

A lisozima é uma enzima amplamente distribuida entre os seres vivos. Sua acao
catalitica consiste em romper a ligagéo glicosidica caracteristica dos peptidoglicanos
bacterianos, cujo dissacarideo constituido é N-acetil glucosamina e N-acetil muramico.
A atividade da lisozima no muco pode induzir resisténcia nos peixes expostos a agentes
infecciosos (Park et al. 1998, Patrzykat et al. 2001).

Sistema do complemento: O sistema do complemento € um componente
importante do sistema imune inato e estd constituido por cerca de 35 diferentes
proteinas. Os estudos com peixes sugerem que esses animais tem um sistema com vias
de ativacdo similar a dos mamiferos (Holland & Lambris 2002). Informacéo sobre as
proteinas do sistema de complemento, as proteinas reguladoras e receptores do
complemento dos peixes ainda ndo estdo totalmente clara. N&o esta certo se todas as
fungdes do complemento, que também foram identificadas em mamiferos, ocorrem nos
peixes. No entanto, tem sido demonstrado claramente que o sistema de complemento
dos peixes produz tanto lise direta quanto indireta de células estranhas e que sdo
capazes de estimular a fagocitose e a opsonizac¢ao (Holland & Lambris 2002).

Proteina C reativa (CRP): Ha muito tempo sabe-se que a CRP em mamiferos
participa da fase aguda da resposta inflamatoria. Esta proteina se liga a varias proteinas
da parede de micro-organismos, no qual cumpre funcdes de opsonizacao (Povoa 2002).
Tem sido demonstrada em peixes que esta proteina provoca a precipitacdo de uma
variedade de moléculas contendo carboidratos e ésteres fosforilados, presentes em
fungos, parasitos e bactérias (Baldo & Fletcher 1973). Uma diferenca interessante em
relacdo a CRP dos mamiferos é que, nos peixes, € um constituinte considerado normal e
constante do plasma, comportando-se como um elemento defensivo contra qualquer
micro-organismo (Fletcher et al. 1981).

A CRP ndo se eleva apenas pela presenca de noxas biol6gicos como 0s micro-
organismos. Tem sido demonstrada modifica¢fes de niveis de CRP no soro de trutas
apos a exposicdo ao formol e permanganato de potassio, de tal forma que a
determinacédo dos niveis desta proteina pode ser usada como um bioindicador de estado

de salde dos peixes (Kodama et al. 2004).

15



1.3.4. Mediadores quimicos da inflamac&o:

Histamina: Possivelmente o mais conhecido na reacdo inflamatdria. A histamina
foi reconhecida em diferentes espécies de peixes, mostrando que regula o processo de
explosdo respiratoria e desempenha um papel importante no controle da resposta
inflamatdria (Park et al. 1998, Rose et al. 1998). Células homdlogas aos mastocitos de
mamiferos, as CGE, parecem conter histamina (Romano 2008).

Serotonina: A serotonina (5 hidroxitriptamina) € o segundo importante mediador
vasoativo na resposta inflamatoria. Nos peixes, sua funcdo parece ser similar a dos
mamiferos, nos quais esta associada a fendmenos de estresse. Durante o estresse, 0s
niveis de serotonina na circulagdo periférica influenciam vérios sistemas fisioldgicos,
incluindo o sistema imune, de modo que nesses animais essa substancia pode ser
considerada como imunomoduladora (Naim et al. 1997). Estudos histoquimicos tém
revelado a presenca de serotonina nas branquias (Dunel-Erb et al. 1989), encontrado em
dois tipos de células branquiais; nas células neuroepiteliais, que se encontram entre as
células epiteliais das lamelas branquiais e nas células e fibras nervosas que inervam a
artéria eferente da lamela branquial. (Dunel-Erb et al. 1989; Bailly et al. 1989).

Cininas: As cininas formam uma familia de peptideos produzidos em fluidos
corporais e tecidos durante a inflamagdo. Os mais estudados sdo as bradicininas e as
calidinas, que sdo sintetizados, através da acdo da enzima calicreina, a partir de
moléculas precursoras denominadas cininogénios (Yoshio 2001). A bradicinina foi
encontrada em Vvarias espécies de peixes, mas suas funcbes ainda ndo estdo claramente
definidas. As branquias e o rim tém calicreina com imunorreatividade de bradicinina
que demonstram que 0s peixes possuem elementos do sistema de cininas, incluindo

calicreina assim como a atividade enzimatica de cininase Il (Singh et al. 2007).

1.3.5. Sistema imune adaptativo ou especifico

O sistema imune especifico ou adaptativo € também denominado antigeno
dependente, ou seja, gera uma resposta especifica contra uma regido especifica do
patogeno, conhecido por antigenos (Abbas et al. 2007). Esse sistema de defesa consiste
na proliferacdo de linfocitos que produzem anticorpos ou células citotoxicas especificas

para cada antigeno, com o desenvolvimento da memdria imunolégica (Trichet 2010),
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permitindo a produgdo de vacinas para proteger humanos e animais contra agentes
infecciosos. (Marsden et al. 1996).

A individualidade imunolégica é marcada pelo complexo principal de
histocompatibilidade, o qual demonstra que o individuo € Unico. Por isso ha sempre
uma tendéncia de rejeitar tecidos implantados a partir de uma espécie diferente
(xenogénico) e de individuo da mesma espécie (alogénico). Durante a vida de um
individuo e ao longo do desenvolvimento evolutivo, este complexo sistema imunolégico
permitiu resistir a acdo deletéria de varios noxas (Cushing 1975; Cooper 2003;
Beckman 2005).

A imunidade especifica é subdividida em dois padrfes de resposta, a imunidade
especifica humoral e a imunidade especifica celular (Rubio-Godoy 2010), e sdo
representadas respectivamente pelos linfocitos B e T. Durante a ontogenia do sistema
imune, os linfécitos que migram do rim anterior ou pronefron para o timo adquirem
receptores especificos de células T (timo-dependente). Em peixes, os linfécitos B
adquirem seus receptores especificos, aparentemente no pronefron (Nielsen & Esteve-
Gassent 2006).

Alguns antigenos estimulam a imunidade humoral produzida por linfocitos B e
estas células sintetizam um tipo de imunoglobulina denominada M (IgM) que circula
pelo soro sanguineo, enquanto outros antigenos estimulam a imunidade celular ou timo
dependente. As células T ndo produzem anticorpos circulantes, apenas células que
acabam produzindo células T citotoxicas (CD8) que neutraliza o antigeno (Stoskopf
1993, Cain et al. 2002).

1.3.6. Imunidade Especifica Humoral

A imunidade humoral funciona através de moléculas presentes no sangue e nas
secrecdes das mucosas. Essas moléculas, os anticorpos ou imunoglobulinas (Ig), mais
especificamente a IgM, Unica imunoglobulina produzida por peixes, sao produzidas por
linfocitos B e reconhecem antigenos, neutralizam a patogenicidade dos microrganismos
e 0s preparam para serem eliminados por diversos mecanismos efetores. A capacidade
das imunoglobulinas de unido com antigenos sollveis permite a formacdo de um
complexo antigeno-anticorpo que precipita e aglutina e o mecanismo da fagocitose

elimina o antigeno. (Rubio-Godoy 2010).
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1.3.7. Imunidade Especifica Celular

A imunidade celular é mediada pelos linfocitos T (timo-dependentes) e B (bursa-
dependente). Esses tipos celulares linfoides tém a fungdo de defender o organismo
contra infecgBes que ndo sdo passiveis de controle apenas com a imunidade humoral.
Alguns microorganismos intracelulares, como virus e algumas bactérias, sobrevivem e
proliferam no interior dos fagocitos e outras células do hospedeiro, onde estdo
protegidas dos anticorpos. A defesa contra tais infeccdes cabe a imunidade celular, que
promove o reconhecimento e a destruicdo das células infectadas para eliminar os
reservatorios de infeccdo. Os linfocitos B representam as Unicas células capazes de
produzir e secretar anticorpos. Eles reconhecem antigenos extracelulares, incluindo
aqueles que estdo na superficie celular, e se diferenciam em células secretoras de
anticorpos ou imunoglobulinas. Em fun¢&o dos linfdcitos T serem objetos deste estudo,
a seguir seré apresentado algumas de suas caracteristicas (Rombout et al 2005; Rubio-
Godoy 2010).

1.3.8. Linfécitos T

Os linfécitos T reconhecem os antigenos intracelulares destruindo-os ou
destruindo a célula infectada. Seus receptores de antigenos sdo moléculas presentes na
membrana. Esses linfocitos apresentam uma especificidade restrita para antigenos;
reconhecem apenas peptideos antigénicos ligados a proteinas do hospedeiro que sdo
codificadas pelos genes do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) que se
expressam nas superficies de outras células (Maisey et al. 2010). Dessa forma os
linfocitos T reconhecem e respondem a antigenos ligados a superficie celular e ndo a
antigenos soltveis. Todos os linfocitos adquirem o receptor CD3 ao chegar ao timo,
logo sdo divididos de acordo com sua funcionalidade em duas subpopulacbes
linfocitéarias principais: os linfocitos T CD4" ou auxiliares e os linfocitos T CD8+ ou
citotoxicos. Esses dois grupos de linfocitos expressam em sua membrana o receptor de
antigeno chamado receptor of3, conhecido também como receptor de célula T (TCR). O
receptor TCR é um heterodimero, formado por duas cadeias polipeptidicas
transmembrana, ligadas por pontes de dissulfeto. Cada cadeia de TCR é codificada por

multiplos segmentos génicos que sofreram recombinagdo somatica durante a maturagado
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dos linfécitos T (Zhu & Paul 2008). Esse processo € chamado de recombinacdo V(D)J,
pois ocorre através do rearranjo de varios genes da regido variavel (V), com genes de
diversidade (D) e/ou juncdo (J) em cada linfocito, assim gerando um novo exon
rearranjado para cada gene do receptor de antigenos (Abbas et al. 2007).

Juntamente com o TCR nos linfécitos T estdo as proteinas CD3 e CD247, que
sdo receptores de membrana que estdo presentes em todos os linfécitos que tem sua
maturacdo e diferenciagdo no timo e estdo envolvidas genericamente no mecanismo de
transducdo de sinal. Essas proteinas juntamente com o TCR na membrana celular
formam o complexo TCR e sdo necessarias para a expressao do TCR, transporte deste
receptor e transducdo de sinal (Fig. 2A-B) (Clevers et al. 1988; Klausner et al. 1990).

A

Antigeno

Antigeno

Figura 2: Complexo TCR no linfocito T. A: As APC tém glicoproteinas tipo Il de MHC, os
receptores CD3 ocorrem em linfécitos T e fazem parte do complexo TCR, reconhecem o
antigeno, mas ndo participam no processamento do antigeno. B: Os receptores CD4 ocorrem em
linfocitos T auxiliares e fazem parte do complexo TCR. Além de reconhecer o antigeno,
utilizam o epitopo para produzir um clone de linfécitos destinados somente a bloquear esse
antigeno. CD4 sdo proteinas das células T que se ligam as regides das moléculas do MHC que
participam da transducéo de sinal. (Batista, 2011)

Dessa forma, independente do linfocito pertencer a subpopulacdo CD4 ou CD8
ele apresentard o complexo TCR em sua membrana celular. As subpopulacGes de
linfocitos CD4 e CD8 sdo diferentes por possuirem além do complexo TCR,
glicoproteinas na membrana especifica, que definem a funcionalidade de cada

populacdo. Essas glicoproteinas ligam-se a regides ndo polimorficas das moléculas do

19



MHC e transduzem os sinais pelo complexo TCR durante a ativacdo das células T. A
principal funcdo dos receptores CD4 e CD8 é a transducdo de sinais no momento de
reconhecimento do antigeno, além também de reforcar a ligacéo dos linfécitos T com as
APCs. O CD4 é expresso como um mondémero na superficie das células T, ja o CD8 é
expresso como um heterodimero constituido de duas cadeias CD8a e CD8B. Os
linfocitos CD4" estdo principalmente envolvidos na defesa do organismo contra agentes
extracelulares que foram englobados pelos macrofagos bem como na producdo de
citocinas, enquanto os linfocitos CD8" estdo mais relacionados ao combate de infeccdes
em que 0 micro-organismo encontra-se no meio intracelular (Bevan 2004; Zhu & Paul
2008). O linfocito T4 tem um papel fundamental em ativar todo o sistema imune e atua

como uma ponte entre a imunidade inespecifica e especifica (Fig 3) (Romano 2010).

Linfécito B maduro Secregdo de AC por CP '

@ Induz
\,
Linfocito T4 Suprime
Indutor e auxiliador © =
Maturagao do
@‘ Indutor Linfocito C8
da proliferagao citotoxico

> Fator
.
Proliferagédo de . —> ee supressor
" . Py e
células imunologicas .

de memoria : ~ S = P
Células TS Suprime a maturagéo de

linfocito B

Figura 3: Papel central que o linfocito T4 realiza na ativagcdo da resposta do sistema imune
especifico, tanto humoral como celular (Romano, 2010).

1.4. Orgaos Linfoides

Os 6rgaos linfdides sdo classificados em 6rgaos primarios e secundarios, sendo o
rim e o timo 6rgdos primarios; o baco, o tecido linféide associado ao intestino,
conhecido como GALT (Gut-associated lymphoid tissue), as branquias e a pele sdo
orgdos secundarios (Press & Evensen 1999). O timo em peixes tele0steos apresenta
similaridade estrutural e funcional com o de mamiferos. Em vertebrados mandibulados,

os linfocitos B e T, com seus diversos receptores para antigenos, sdo os tipos celulares
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fundamentais para a imunidade adaptativa e o timo é o 6rgdo fundamental para
diferenciacdo e maturacdo da linhagem linféide T. Em teledsteos o timo permanece
intimamente associado com a camara branquial, com o epitélio da faringe formando sua
borda anterior (Zapata et al. 1996) (Fig 4).

Estruturas conhecida como corpulsculos de Hassall sdo encontradas na medula
do timo de mamiferos, formados por células linfo epiteliais, unidas por desmossomos.
Essas células, principalmente as mais centrais, podem degenerar e morrer, deixando
restos celulares que podem calcificar. Contudo, desconhece-se com clareza as suas
fungdes (Watanabe et al. 2005). Esta estrutura ainda ndo encontra-se descrita em timo
de tele6steos (Hibiya 1982; Genten et al. 2009). Porém outros autores descrevem
estruturas similares a corpusculo de Hassal em peixes, como na truta-arco-iris

Oncorhynchus mykiss (Ellsaesser et al. 1988; Chilmonczyk 1992).

..

e

e,
{5 S0
e

B (Y40
Figura 4: A: corte transversal de juvenil de Carassius auratus mostrando o timo (seta). HE 20
X. B: Juvenil de Carassius auratus, onde se observa o timo (seta) como uma massa linféide.
ME: Musculo esquelético HE 20 X. (Material do laboratério de imunologia e patologia de
organismos aquéticos (LIPOA) - FURG).

O rim, como o timo, desempenha um papel importante para o funcionamento das
funcbes imunoldgicas de peixes teledsteos, sendo o 6&rgdo responsavel pela
hematopoiese (Zapata et al. 1996). Morfologicamente, a porcdo anterior deste 6rgao
tem uma grande similaridade com a medula dssea, estrutura que em vertebrados
superiores possui tanto a fungéo linfo hematopoiética como também de diferenciacdo de
linfocitos B. Dessa forma, no rim anterior (pronefrons) sé@o produzidos anticorpos

(Fange & Nilsson 1985). Anatomicamente a estrutura e extensdo dos pronefrons variam
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de acordo com as espécies, mas 0 quadro histologico é bastante semelhante (Fig 5).

Entre os néfrons restantes, fundamentalmente do setor tubular se observa uma porcao

intersticial com abundante tecido linfo hematopoiético (Cooper 2003).

Figura 5: A: Rim de juvenil de Onchorhynchus mykiss com tdbulos (T) e acimulos de células
linfo hematopoiéticas (seta) HE 20 X. B: Onchorhynchus mykiss com abundante tecido
hematopoiético intersticial (seta longa), melanomacréfagos (seta curta) e alguns tubulos renais
(T). HE 20 X. (Material do laboratério de imunologia e patologia de organismos aquaticos
(LIPOA) - FURG)

O baco consiste de células linfoides que se acumulam em torno dos tecidos
formando a primeira barreira de defesa do organismo, sendo dessa forma considerada
como 6rgdo linfoide secundario do sistema imunoldgico (Zapata et al, 1996). O baco
encontra-se coberto por uma céapsula fibrosa e fina, composto por mdltiplos sinuséides
cheios de eritrocitos (semelhante a polpa vermelha nos mamiferos). Os linfdcitos se
encontram rodeando estruturas vasculares que juntamente com os melanomacrofagos
formam o corpusculo elipséide (semelhante a polpa branca dos mamiferos) que é
considerado uma unidade funcional do bago, e possivelmente represente
filogeneticamente o primeiro corpusculo Malphigiano dos animais vertebrados. Os
macrofagos que rodeiam os corpos elipséides participam na eliminacdo de complexos

antigeno-anticorpos (Ellis et al. 1976, Ferguson 1989; Danneving & Landsverk 1995).

1.5. Imunohistoquimica
A imunohistoquimica é um ramo da técnica histologica, voltada para deteccéo

de antigeno em tecidos; é extremamente Gtil como um método de diagndéstico. Técnicas
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de imunohistoquimica sdo ferramentas eficazes para o reconhecimento e posterior
caracterizacdo de anticorpos monoclonais (Mc Ac). Utilizando essa técnica € possivel
visualizar uma reagdo antigeno/anticorpo, especifico em uma célula ou tecido, tanto
com microscopia Optica como eletrénica (Romano 2008).

A técnica é baseada na aplicacdo no tecido em estudo, do anticorpo contra o
antigeno que se deseja encontrar, em seguida, o anticorpo especifico € usado como
antigeno e marcado com um segundo anticorpo inespecifico, junto ao sistema
enzimatico com um complexo peroxidase-antiperoxidase, fosfatase alcalina- anti
fosfatase alcalina ou anticorpos biotinilados com o complexo avidina-biotina peroxidase
de forma que pode ser detectado por uma técnica de coloragdo. Neste momento, 0
exame microscépico de cortes histologicos permite determinar a presenca ou auséncia
do antigeno de interesse, € em casos positivos, pode-se ver o lugar exato do tecido ou

celula em que o antigeno se encontra (Romano 2008). (Fig 7)
‘ SE— . , .

Figura 7: A: Rim de juvenil de bijupira onde se observa alguns linfocitos timicos CD4 positivos
(seta). T: tubulos renais. Anti-CD4 10X. B: Timo de juvenil de bijupira com alguns linfdcitos
positivos para o receptor CD4 (seta). Anti- CD4 10 X. (Material do laboratério de imunologia e
patologia de organismos aquaticos (LIPOA) - FURG)

A técnica de imunohistoquimica apareceu pela primeira vez durante um
diagnostico histopatolégico por volta dos anos 70, em seguida sofreu uma enorme
expansdo a partir da descoberta e aplicagdo dos anticorpos monoclonais, 0s quais

acrescentaram preciséo e especificidade (Ciocca & Bjerche 1986).

Para executar uma técnica de imunohistoquimica € necessario um anticorpo
monoclonal ou policlonal especifico contra o epitopo que se deseja detectar, um

segundo anticorpo relacionado ao anticorpo primario, enzimas, substratos e
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cromadgenos. As aplicacdes da imunohistoquimicas sdo inimeras. Qualquer antigeno é
demonstrado sempre que se encontre com 0 anticorpo correspondente (Babin et al.
1991).

Muitas proteinas animais se mantém conservadas durante a evolucdo, pelo
qual existe reatividade cruzada entre diferentes espécies, por exemplo, usar o0 anticorpo
anti-CD3 de humanos para marcar o receptor CD3 de outra espécie, € uma alternativa
abordada que pode fornecer aos pesquisadores um metodo mais rentavel de producéo
de anticorpos (Conrad et al. 2007). De acordo com Conrad et al 2007, foram
identificados novos anticorpos para o estudo de populacdes de células T em diferentes
espécies de animais, elemento essencial na reatividade cruzada e para simplificar
pesquisas permitindo uma maior compreensdo do sistema imunoldgico em espécies
menos estudadas. Até que a producdo de anticorpos se torne mais simples e rentavel,

estudos com reatividade cruzada continuam a ser explorados.

1.6. Ontogenia do sistema imune

Informacdes sobre a ontogenia do sistema imune em peixes sdo restritas a
poucas espécies de teledsteos, como a truta arco-iris, salmdo, bagre e zebrafish.
Entretanto, a identificacdo dos primeiros sitios linfo-hematopoiéticos, origem dos
linfocitos B e T e a aquisicdo das capacidades imunoldgicas permanecem indefinidas
(Zapata et al, 2006). O timo surge durante o periodo inicial de desenvolvimento deste
sistema, e as células T (capazes de memdria imunolégica) se desenvolvem muito antes
das células B (Cunha et al. 2008).

Para estabelecer a ontogenia do sistema imune, € necessario analisar
histologicamente todo periodo embrionario, a organogénese dos érgdos linfoides no
meio do periodo embrionario e o desenvolvimento do timo e do rim cefalico primordial.
Estes 6rgdos sdo colonizados por linfocitos primordiais relativamente cedo, porém estas
células sé se tornam imunocompetentes quando 0os componentes do estroma dos 0rgaos
ndo linféides amadurecem, principalmente as células epiteliais, dendriticas e
fibroblasticas. A maturacdo das células do estroma favorece a maturacdo das células
linféides, processo que envolve selecdo, diferenciacdo e expansdo das celulas

imunocompetentes (Steiner et al. 2004).
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Para a aquicultura, o conhecimento do momento em que surge a imunidade
adquirida em peixes é importante para estimar a idade adequada para, por exemplo, a
utilizacdo de vacinas. As vacinas induzem a memoria imunoldgica especifica, que por
sua vez resultam na produgdo de anticorpos contra os patdgenos (Heppel & Davis
2000). Antes deste periodo, possivelmente apenas o uso de imunoestimulantes da defesa
inata oferecem uma melhor protecdo (Rombout et al. 2005). Assim € necessario
conhecer a partir de qual momento do desenvolvimento 0s peixes comecam a ter
capacidade de apresentar resposta imune adquirida, momento este em que a vacina
passa a ter eficacia (Heppell & Davis 2000; Mulero et al. 2008; Tonheim et al. 2008).

O estudo das enfermidades e suas causas e mecanismos de prevencdo e defesa
é importante para o sucesso de um cultivo (Ozorio et al. 2004), pois as doencas sdo uma
das principais causas de perdas econémicas na aquicultura em todo mundo (Ozério et
al. 2004). O tratamento das doencas de peixes apresenta varias dificuldades.
Medicamentos como antibi6ticos, podem trazer riscos tanto para os cultivos quanto para
salde humana, principalmente por sua toxicidade e/ou atraves da aquisicdo de
resisténcia dos micro-organismos, e sua utilizacdo na aquicultura € apenas emergencial
e métodos menos drasticos como as vacinas, sdo mais indicados (Alderman & Hastings
1998).

No presente trabalho foi avaliada a ontogenia dos principais 6rgdos do sistema
imune de bijupira, destacando o surgimento do rim anterior, do timo e do bago. Além de
estabelecer a idade em que o sistema imunolégico se encontra funcionalmente
desenvolvido. Para isso foi avaliada a expressao fenotipica dos receptores CD3 e CD4,
permitindo a evidencia do desenvolvimento da imunidade especifica nas larvas e
juvenis de bijupira. Também foi possivel estabelecer que ocorre uma repovoacao de
linfcitos T nos pronefrons, fato de grande importancia, pois quando os animais se
encontram sexualmente maduro o timo se atrofia e desaparece, permanecendo as
atividades imune dos linfocitos B e T presentes no rim anterior, como mostra 0 esquema

de repovoacdo de linfocitos apresentado pela figura 8.
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Figura 8: Repovoacéo de linfocitos no bijupird Rachycentron canadum . No rim anterior (R) séo
produzidos dois tipos de linfécitos, os linfécitos B ( @) e linfécitos indiferenciados ( @). Os
linfocitos B védo ao sangue periférico e a diferentes érgéos, como branquia (BR), baco (B) e se
incorpora ao tecido linféide associado a mucosas como no intestino (INS). Os linfécitos
indiferenciados véo para o timo (T), no timo todos expressam o receptor CD3, receptor
universal para a populagdo linféide T ( @ ). Alguns linfocitos expressam receptores CD4
transformando-se em linfdcitos T4, o auxiliar (O), que interage com varias células e inicia e
ativa o mecanismo de resposta especifica incluindo a memoéria imunoldgica. Por Gltimo se induz
a proliferacdo de linfocitos com receptores CD8 que se expressa nos linfocitos T8, o citotoxicos
(@ ). Posteriormente os linfécitos timicos ja diferenciados em subpopulacdes vdo ao sangue
periférico formando junto aos linfocitos B uma populacéo linféide mista, e logo quando o timo
involui com a maturacdo sexual fica garantida a continuacdo da producdo de linfdcitos timicos
no rim. (llustracdo-Fabiane Furh)
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3- OBJETIVO GERAL:

- Descrever e estabelecer a ontogenia do desenvolvimento dos Orgéos
imunocompetentes (rim, timo e baco) em larvas e juvenis de bijupira Rachycentron

canadum atraves de técnicas de histologia e imunohistoquimica.

3. 1. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Descrever o aparecimento do rim anterior, timo e bago durante a ontogénese
em larvas e juvenis de bijupira;

- Estabelecer a presenca de receptores especificos de linfocitos T atraves da
imumo marcacdo com anticorpo anti-CD3, para verificar a presenca da populacao
linféide geral.

- Estabelecer a presenca de receptores especificos de linfocitos T4 (auxiliar)
através da imumo marcagdo com anticorpo anti-CD4, para verificar a presenca entre a
populacdo de linfdcitos timicos mencionados anteriormente que sdo responsaveis pelo

desenvolvimento da imunidade especifica e memdria imunoldgica.
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Resumo

O bijupira Rachycentron canadum, é atualmente explorado em varias
pesquisas, apesar de ndo haver ainda producdo comercial no Brasil, seu cultivo € muito
promissor, devido a caracteristicas favoraveis. Devido aos poucos conhecimentos na
area do sistema imunologico, o objetivo deste trabalho foi descrever a ontogenia dos
6rgdos do sistema imune desta espécie. Foram utilizadas larvas e juvenis, desde a
eclosdo até 53 dias apds a eclosdo. Através da andlise histologica foi constatado o
surgimento do rim anterior com 1 dia ap6s a ecloséo (dae), logo o bagco com 5 dae e por
altimo o timo com 7 dae. Também foi estabelecida a idade em que o sistema
imunoldgico se encontra funcionalmente desenvolvido, através da avaliacdo da
expressdo fenotipica dos receptores CD3 e CD4 dos linfécitos. Foi encontrado no timo
os primeiros receptores linfocitarios CD3 ao 7° dae e no rim foi destacada no 8° dae.
Apbs 7 dae foi verificado a presenca de linfécitos T4 no timo e no 13° dae no rim,
indicando a aquisi¢do da imunidade especifica e a presenca da memoria imunologica
nas larvas e juvenis de bijupird. Esse trabalho é de importancia para estabelecer
mecanismos de prevencdo em peixes contra patégenos em idade precoce, como 0 uso da

vacina, permitindo melhorias no desenvolvimento de cultivos na aquicultura.

Palavras chave: bijupira, sistema imunologico, ontogenia, CD3 e CDA4.
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Abstract

In the recent years, the cobia Rachycentron canadum has been greatly studied, and
although there is no commercial production of this species in Brazil, its farming is very
promising, due to its positive characteristics. However, there is little knowledge about
the immune system of this species. Thus, the aim of this work was to describe the
ontogeny of the lymphoid organs of cobia. The kidney was found one day after hatching
(dah), followed by the spleen at 5 dah, and finally the thymus appeared after 7 dah.
Larvae and juveniles were used, from hatching to 53 dah, with some intervals. The age
at which the immune system is functionally designed was established, by assessing the
phenotypic expression of the CD3 and CD4 receptors of lymphocytes. At 7 dah, the
presence of T4 lymphocytes was registered in the thymus and at 13 dah in the kidney
setting the development of specific immunity in larvae and juveniles of cobia. This
study is important in order to establish preventive mechanisms against fish pathogens at
an early age, such as the use of the vaccines, and to improve fish aquaculture.

Keywords: cobia, immune system, ontogeny, CD3 and CD4.
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1. Introducéo

O bijupira, Rachycentron canadum (Rachycentridae) é um peixe carnivoro com
ampla distribuicdo nas &guas tropicais e subtropicais dos oceanos Pacifico, Atlantico,
indico e com excecéo da porcao leste do Pacifico (Shaffer & Nakamura, 1989; Brown-
Peterson et al. 2001). Essa espécie apresenta varias caracteristicas favoraveis para o
desenvolvimento da aquicultura, principalmente sua alta taxa de crescimento,
adaptabilidade ao confinamento, aceitagdo de dietas secas e capacidade de reproducéo
em cativeiro (Chou et al. 2001; Craig et al., 2006; Faulk & Holt 2006; Liao & Leafio
2007) entre outras. Por outro lado, como o bijupird € uma espécie recente na
aquicultura, ainda sdo poucos 0s conhecimentos sobre alguns aspectos, como a
fisiologia de alguns sistemas, como por exemplo, o sistema imune e a caracterizacdo das
células, tecidos e 6rgdos que participam na resposta imune e aspectos relacionados com
a ontogenia deste sistema (Holt et al. 2007).

O sistema imune € classificado em sistema imune inato inespecifico e o sistema
especifico ou adaptativo. O sistema imune inespecifico é antigeno independente, ou
seja, qualquer que seja 0 antigeno a resposta serd semelhante e ao longo do tempo a
presenca do mesmo antigeno ndo altera a resposta, ou seja, ndo hd memoria
imunoldgica. Este sistema atua como primeira linha de defesa contra a presenca de um
agente patdgeno e no controle de muitas infecces sem recorrer ao sistema especifico
(Romano 2010). Um dos principais mecanismos desse tipo de imunidade é a fagocitose.
Em alguns casos, quando o material fagocitado é muito grande, ocorre formacao de
células gigantes multinucleadas como em mamiferos (Klosterhoff & Romano 2012).

A resposta imune especifica ou adaptativa é antigeno dependente, ou seja, gera
uma resposta especifica contra um antigeno determinado e ndo contra outro, além de
produzir memdria imunoldgica. A capacidade de ter memoria imunoldgica permite a
producdo de uma ferramenta de grande importancia para o controle de doencas
infecciosas que sdo as vacinas (Marsden et al. 1996).

A imunidade especifica € subdividida em dois padrdes de resposta, a imunidade
especifica humoral e a imunidade especifica celular (Rubio-Godoy 2010). A imunidade

humoral funciona através da producdo de imunoglobulinas (Ig) pelos linfocitos B,
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especificamente a IgM, presentes no sangue e nas secregdes das mucosas de peixes. A
IgM reconhece antigenos, neutraliza e forma um complexo antigeno anticorpo, no qual
0s antigenos serao eliminados por fagocitose (Rubio-Godoy 2010).

A imunidade celular é mediada pelos linfécitos T e existem subpopulagdes de
linfocitos T com fungbes especificas. Ao chegar ao timo, os linfocitos provenientes do
rim anterior adquirem o receptor CD3 (indicador de linfocito timico universal — LT).
Alguns destes também adquirem receptores CD4 que indicam que sdo linfécitos T4
auxiliares e outros adquirem o receptor CD8 e tornam-se linfocitos T8, os citotoxicos.
Existe uma relagdo entre esses linfdcitos, basicamente comandada pelo LT4 auxiliar que
interage com as demais populagdes linfoides, inclusive o linfécito B (Male et al. 2006).

Para estabelecer a ontogenia do sistema imune dos peixes, é necessario analisar
histologicamente os 6rgéos linfoides, fundamentalmente o timo, o rim anterior e 0 baco
(Steiner et al. 2004). O timo em peixes teledsteos apresenta similaridade estrutural e
funcional com o de mamiferos, contendo tipos celulares fundamentais para a imunidade
adaptativa, sendo o 6rgdo fundamental para diferenciacdo e maturacdo da linhagem
linfide T (Zapata et al. 1996). O rim, assim como o timo, desempenha um papel
importante para o funcionamento do sistema imunoldgico de peixes teledsteos, sendo o
6rgdo responsavel pela linfo hematopoiese (Zapata et al. 1996). O bago consiste de
sinusdides esplénicos, rodeados por ceélulas linféides, que contém eritrocitos. Sua
unidade funcional é o corpo elipsoide, um capilar rodeado por macréfagos, e
aparentemente estes macrofagos participam na eliminacdo do complexo antigeno-
anticorpo (Ferguson 1989, Danneving & Landsverk 1995).

Informacdes sobre a ontogenia dos 6rgdos do sistema imune em peixes Sao
restritas a poucas espécies de teledsteos, como por exemplo, a truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), salmédo (Salmo salar) e zebrafish (Danio rerio). Entretanto, a
identificacdo dos primeiros sitios linfo hematopoiéticos, origem dos linfocitos Be T e a
aquisicdo das capacidades imunol6gicas completa permanecem ainda indefinidas
(Zapata et al. 2006).

O estudo de mecanismos de prevencdo de doencas é importante para 0 SuUcesso
de uma criacdo de peixes, pois as doencas sdo uma das principais causas de perdas
econbmicas na aquicultura em todo mundo (Ozério et al. 2004). O tratamento das

doencas de peixes apresenta varias barreiras, pois medicamentos como antibioticos,
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podem trazer riscos tanto para os cultivos quanto para saude humana. Sua utilizagdo na
aquicultura é apenas emergencial, métodos menos drasticos, como as vacinas, S0 mais
indicados (Alderman & Hastings 1998).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a ontogenia dos 6rgdos do sistema imune do
bijupird atraves de técnicas de histologia convencionais e a expressdo fenotipica dos
receptores linféides CD3 e CD4 através de imunohistoquimica. Estabelecendo a idade
em que o sistema imunoldgico se encontra desenvolvido e funcional, com a presenca da
populacdo linféide mista e memoria imunoldgica, assim podendo estabelecer o

momento em que 0S animais estariam aptos a receber vacinas.

2. Material e Métodos

2. 1. Obtencdo das larvas e juvenis e manutencdo em laboratdrio

As larvas de bijupird foram produzidas no Laboratério da Empresa Aqualider
Maricultura Ltda., Ipojuca, PE. A producéo das larvas seguiu o protocolo de larvicultura
de Benetti et al. (2008) com modificacdes.

As larvas recém eclodidas foram estocadas em um tanque de fibra de vidro de
12000L na densidade de 15 larvas/L. Os tanques foram mantidos em fluxo continuo
com uma taxa de renovacdo minima 500% ao dia. A temperatura da agua foi mantida
em 29,5 +0,3C° e a salinidade de 35. O oxigénio dissolvido e o pH foram mantidos nos
valores de >6,5 mg/L e 8,09+0,1, respectivamente, mantidos desde a desova.

O enriquecimento dos rotiferos e artémias foram realizados com 85% Algamac
3050, 10% Algamac ARA, 5% Algamac Astaxantina. Durante o periodo de
enriquecimento o rotifero foi mantido na concentracdo de 500-600 rot/mL e foi
utilizado 0,6 g /L da solugdo de enriquecimento para cada 1.000.000 de rotiferos
durante 6h. E a artémia foi mantida na concentracdo de 250-300 art/mL, e foi utilizado
0,6 g/L da solucdo de enriquecimento para cada 1.000.000 de artémia durante 24hs.

A primeira alimentacdo foi fornecida no 2° dia apos a eclosao (dae), e até o 6°
dae foram alimentados apenas com rotiferos (Brachionus plicatilis) enriquecidos. No 7°
e 8° dae foram alimentados com rotiferos enriquecido e nauplios de artémia recém
eclodidos. Durante todo o periodo de alimentagdo com rotifero foi também utilizada a

microalga Nannochloropsis oculatta na densidade de 15x10* células/mL. A partir do 9°
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e 10° dae, as larvas foram alimentados apenas com nauplios de artémia; do 11° até o 15°
dae a alimentacdo foi exclusivamente com artémia enriquecida. Dos 16° até o 27° dae
foi realizado um periodo de co-alimentagdo com artemia enriquecida e racdo (Racédo
NRD - Inve, EUA- 59% de proteina, 16% lipidio). As larvas foram alimentadas a cada
4h; a partir do 28° dae foram alimentados somente com ragdo. Durante todo o periodo

foram alimentados 6 vezes ao dia.

2.2. Andlise histologica

Foram coletados 15 a 20 espécimes diariamente, desde a eclosdo até 15 dias
apos eclosao (dae). Depois deste periodo, um numero igual foi coletado aos 17, 19, 21,
23, 25, 28, 49 e 53 dias ap6s a eclosdo, prazo em que ndo mais sdo observadas
modificagcdes substanciais no sistema imune da maioria das espécies de peixes (Hafter
1952; Lu 1998; Nielsen & Esteve-Gassent 2006).

As larvas e os juvenis de bijupira foram anestesiados com benzocaina ap6s
coleta e fixados com formol tamponado a 20%. Os peixes foram individualmente
medidos, ja fixados, para verificacdo do comprimento total com o auxilio de uma lupa.
As amostras foram processadas no processador automatico de tecidos LUPE PT 05 com
inclusdo em Paraplast (Sigma). Apds o emblocamento, os blocos foram cortados a 4um
no microtomo LUPETEC MRPO3 e corados com hematoxilina-eosina e PAS azul de
Kuhnn. A partir das laminas obtidas das larvas e juvenis de bijupira, os cortes foram
fotografados com uma cémera digital (Olympus DP72) conectada a um microscépio
optico (Olympus BX45). Foi verificado o desenvolvimento dos érgdos linfoides (rim

anterior, timo e baco), estabelecendo o surgimento e crescimento desses 6rgaos.

2.3. Imunohistoquimica

Na imunohistoquimica dos 6rgéos linféides foram utilizados os mesmos animais
processados para as analises histologicas. Ap6s a desparafinizacdo e hidratacdo, 0s
cortes foram lavados com agua (5min), em seguida expostos a uma solucéo de peroxido
de hidrogénio a 1% em methanol durante 30 minutos para bloqueio da atividade da
peroxidase enddgena e lavada em tampao fosfato salino (PBS), pH 7,2, por 20 minutos.
Em seguida foram incubadas com albumina sérica bovina (3%) em PBS (BSA, type V

Sigma Chemical®, Saint Louis, Mo, USA) durante 40 minutos. Os cortes foram
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incubados em cdmara Umida (90 min) com um anticorpo monoclonal anti- CD3 e anti-
CD4 (Dako, Argentina) de uso humano, colocados em uma diluicdo em PBS 1:1000,
em seguida lavados em PBS e inoculados (45 min) com o complexo avidina-biotina-
peroxidase, segundo metodologia de Hsus (1981). Posteriormente os cortes foram
lavados com solucgéo 0,1% diaminobenzidina (Sigma), desidratados e contrastados com
hematoxilina e eosina (HE), as laminas foram montadas e examinadas em microscopio

optico.

2.4. Analises morfométricas

O comprimento e a area total do rim, timo e baco foram avaliado segundo o
método adaptado, previamente por Weibel & Gomez (1962), Gundersen & Jensen
(1985). Para determinar o comprimento e a area total dos 6rgdos, utilizou-se uma ocular
de integracdo de 5 linhas e 25 pontos (Carl Zeiss). A avaliacdo da expressdo fenotipica
dos receptores CD3 e CD4 foi realizada pelo método previamente descrito por Weibel
(1980), Romano (1996) e expressado em porcentagem de expressao fenotipica por
milimetros quadrados de tecido (%/mm>).

A andlise dos dados, assim como a realizacdo dos graficos foi realizada com a
utilizacdo do software Statistica 7.0. Os resultados do presente estudo estdo expressos

em média + erro padrao.

3. Resultados

3.1. Analises histoldgicas

Conforme a analise histologica dos 6rgéos linféides do bijupira, o surgimento do
sOrgdos segue uma sequéncia como o rim anterior, baco e timo. O rim anterior esta
anatomicamente localizado no retroperitdnio entre o peritdnio parietal e coluna
vertebral. E o primeiro 6rgdo linfohematopoiético a aparecer, presente no 1° dae com
apenas dois tubulos renais e auséncia de células linfo hematopoiéticas, estas surgem no
2 dae. A massa de tecido hematopoiéetico aumentou progressivamente com a idade dos
peixes. No 4°dae, aumenta a populacdo das células linfohematopoiéticas e 0 nimero de
tubulos renais, surgindo o primeiro glomérulo. Do 5° ao 8° dae ocorre um aumento do

namero de tabulos renais com predominio de células linfohematopoiética. A partir do 9°
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dae verifica-se um aumento da extensdo do rim anterior e suas estruturas renais se
tornam mais evidentes. Por volta de 49 e 53 dae, glomérulos e tubulos renais estdo
distribuidos  uniformemente envoltos por grande quantidade de células
linfohematopoiéticas (Fig.1, D-E-F).

O timo é um 6érgdo bilateral composto por uma massa uniforme de células
linfoides e rodeado por uma fina capsula fibro conectivo, envolto pelo epitélio faringeo
situado na regido dorsal de cada cavidade branquial. Seu volume aumenta mais
lentamente do que o rim e o baco. No 7° dae ocorre a primeira evidéncia do timo,
representado por uma pequena populagdo de linfocitos. No decorrer dos dias ocorre um
aumento da massa linfocitaria. No 15° dae em diante as células linfoides e o epitélio
faringeo se tornam bastante evidentes. A partir do 23° dae o timo apresenta-se dividido
em trés lobulos e por volta dos 49 e 53° dae o timo encontra-se envolto por uma grande
por¢do do epitélio faringeo. No 53° dae é encontrado em sua massa uniforme de
linfocitos estruturas semelhantes a corpusculos de Hassal, também encontrado no timo
de mamiferos e humanos (Fig.1 A-B-C).

O bago possui tecido linfoide difuso com presenca de centros
melanomacroéfagos. Encontrado na cavidade peritoneal adjacente a parede do intestino e
perto do tecido pancreatico. Tornou-se evidente com o aumento da idade. O surgimento
do baco foi no 5°dae, encontrado apenas um primoérdio desse 6rgdo, com um pequeno
namero de células esplénicas. Com 10 dae verifica-se um aumento no numero de
células e o surgimento de alguns centros melanomacrofégicos. Aos 53 dae apresentou
grande quantidade de células esplénicas, com suas estruturas bem mais evidentes (Fig. 2
A-B).

3.2 Andlises Morfométricas:

O comprimento das larvas e juvenis de bijupira apresentou um tamanho médio
inicial de 3,8 + 0,04 mm com 1 dia apds a eclosdo (dae), apresentando um crescimento
exponencial ao longos dos dias, atingindo um tamanho final de 154 £ 4,6 mm com 53
dae (Fig.3), essas medidas foram obtidas com peixes fixados.

Os resultados da morfometria do rim, do timo e do bago revelaram um aumento

gradativo no tamanho dessas estruturas em relagdo ao comprimento larval.
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Com 1 dae (3,8 £ 0,04mm) o rim apresentou comprimento inicial de 0,11mm e
area total de 0,11mm?, tornando-se mais evidente com 2,6 mm de comprimento e 1,18
mm? de area total com 12 dae (8,3 + 0,4 mm) e atingindo 0 maximo em 53 dae (154 +
4,6 mm) com uma média de comprimento e 4rea total de 3,3 mm e 12,3 mm? (fig.4 A-
B).

O timo com 7 dae (5,4 = 0,20 mm) apresentou comprimento e area total inicial
de 0,14 mm e 0,17 mm?, se destacando mais aos 21 dae (29,8 + 2,1 mm) com 0,32 mm
e 0,28 mm? chegando a medir 0,49 mm e 1,68 mm? aos 53 dias apds a eclosdo (154 +
4,6 mm) (Fig.5 A-B).

O baco apresentou comprimento e area total de 0,2 mm e 0,17 mm? aos 5 dae
(4,8 + 0,2mm), com um aumento progressivo atingindo 1,54 mm e 16,5 mm? aos 53 dae
(154 + 4,6 mm) (Fig.6 A-B).

3. 3 Andlise da expressao fenotipica de CD3 e CD4:

As expressoes fenotipicas dos receptores linfocitarios CD3 e CD4 exibiram um
aumento conforme o avanco na idade das larvas e juvenis de bijupird. No timo, os
primeiros receptores linfocitarios CD3 imunomarcados foram registrado no 7° dae (5,4
+ 0,2 mm) com 27% /mm? de tecido timico, tendo um maior aumento, atingindo o
maximo com 99%/mm?2 de receptores imunomarcados com anti-CD3 de tecido timico
aos 53 dae (154 + 4,6mm). A expressdo fenotipica dos receptores CD3 no rim foi
destacada no 8° dia apds a eclosdo (6,5 + 0,1mm) com uma expressao de 10%/mm2 de
tecido renal, progredindo no decorrer dos dias, chegando a marcar 32%/mm?2 tecido
renal aos 53 dae (Fig.7 A). Imuno marcacgdo dos receptores CD3 dos linfécitos do timo
de larva de 7 dae e no rim de larva de 19 dae (Fig. 8 A-C).

A identificacdo da expressdo fenotipica dos receptores linfocitarios CD4 foi
encontrada no timo somente a partir dos 7 dae, com 5%/mm?2 de tecido timico,
representando o surgimento de linfécitos T4, aumentando gradativamente, chegando aos
53 dae com 63%/mm?2 de linfocitos imunomarcados com anti-CD4. No rim, a populagdo
de linfocitos T4 e registrada primeiramente aos 13 dae (12,4 = 0,7 mm) com 9%/mm?2,
finalizando aos 53 dae com 28%/mm? da populacdo linfocitaria CD4 do tecido renal
(fig. 7 B). Imuno marcacdo dos receptores CD4 dos linfocitos do timo de larva de 28

dae e no rim de larva de 21 dae (Fig.8 B-D).
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No baco, ndo foi detectado marcacéo positiva de receptores CD3 e CDA4.

4. Discussao

O sistema imune de peixes teledsteos possui uma similaridade com o de
mamiferos em relacdo a células e moléculas, porém a morfologia desse sistema é
bastante diferente principalmente pelos 6rgaos e as funcdes por eles executadas. Uma
diferenca crucial entre este sistema em peixes e mamiferos é a auséncia de medula dssea
nos peixes, uma vez que a hematopoiese ocorre na porcao anterior do rim, sendo este
um importante 6rgdo linféide. Além disso, também ha auséncia de ganglios linfaticos
nestes animais, estrutura com importante papel na resposta imune em mamiferos
inclusive humanos (Zapata et al. 1996).

Em relacdo aos orgaos linfoides em peixes, ha relatos frequentes de variacdes
na morfologia do timo, como a auséncia da juncdo cortico-medular. No entanto, é
importante reconhecer que as diferengas ocorrem principalmente entre as espécies e sao
idade-dependentes, sua localizacdo foi relatado em algumas espécies com diferentes
resultados (Bowden et al. 2005). O desenvolvimento inicial do timo em peixes tem sido
estudado em diversas espécies de teledsteos (Chantanachookin 1991, Lam et al. 2002),
como no halibut do Atlantico (Hippoglossus hippoglossus) com a expansdo de células
timicas, o timo se projeta para dentro da cavidade opercular (Bowden et al. 2005). No
entanto, em outras espécies, como a carpa (Cyprinus carpio L.) e o robalo
(Centropomus sp.), 0 seu crescimento predominante é interno (Bowden et al. 2005).
Nesse estudo foi constatado que o timo do bijupira é composto por uma massa uniforme
de células linféides, envolto pelo epitélio faringeo situado na regido dorsal de cada
cavidade branquial.

Estruturas conhecidas como corpusculos de Hassall sdo encontradas na medula
do timo de mamiferos e humanos, formadas por células linfoepiteliais, unidas por
desmossomos. Estas células, principalmente as mais centrais, podem se degenerar e
morrer, deixando restos celulares que podem se calcificar. Contudo, suas fungdes sdo
desconhecidas (Watanabe et al. 2005). Foram encontradas estruturas semelhantes a
corpusculos de Hassal no timo do bijupira, contrariando a maior parte dos autores que
descrevem que ndo héa estruturas de Hassal no timo de teledsteos (Hibiya 1982; Genten

et al. 2009), embora alguns descrevem estruturas similares a corpusculo de Hassal
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(Ellsaesser et al. 1988; Chilmonczyk 1992; Bowden et al. 2005). Em trutas, é possivel
observar em células timicas com depdsito de material hialino eosindéfilo, que podem ser
confundido com corpusculo de Hassal, pois € necessario que a estrutura seja
estritamente epitelial e de aspecto similar ao de catafilos de cebola (Palestro et al.
1998).

Estudos sobre o timo humano tém demonstrado que algumas células timicas
produzem proinsulina (Wentworth et al. 1992). Outras pesquisas evidenciaram que este
fator proinsulina é produzido no corpasculo de Hassal do timo de ratos (Chentoufi et al.
2004). Considerando a importancia deste fator no crescimento de todos os vertebrados,
a observacdo de estruturas semelhantes aos corpusculos de Hassal no timo do bijupird
poderia estar relacionada com a producdo de um fator proinsulinico que estimularia o
crescimento também nesta espécie, na qual apresenta um rapido crescimento. (Liao &
Leafio 2007). Estudos morfoldgicos e fisioldgicos no futuro devem ser realizados para
elucidar se estas estruturas sdo ou nao relacionadas a corplsculos de Hassal, como
descrito por Hassal (1849).

O baco, um érgdo abdominal, geralmente Unico, ndo apresentou diferenciacédo
entre polpa branca e polpa vermelha, também verificado no estudo histolégico do baco
de Paralichthys olivaceus (Liu et al. 2004), que ao contrario é caracteristica do bago de
mamiferos e humanos. Sua unidade funcional ¢ o corpo elipséides, formado por
capilares rodeados por centros melanomacrofagicos (CMMs) e tecido linfoide
(Ferguson 1989). A funcdo imune do tecido linfoide esplénico tem sido controverso,
principalmente por causa das diferengas encontradas entre espécies. Estudos
ontogénicos em salmdo do Atlantico e truta arco-iris, sugerem que o baco ndo €
essencial para a maturacdo imunoldgica e que os linfécitos do timo e do rim anterior sdo
membros de muitas fungBes imunes enquanto o bago é um 6rgdo ainda rudimentar
(Razquin et al. 1990).

A ontogénese é uma sequéncia de eventos moleculares e celulares regulados
pelo tempo e espaco, conduzindo o desenvolvimento funcional de um organismo
(Rombout et al. 2005). De acordo com estudos de ontogénese realizados, fica claro que
0S peixes jovens utilizam mecanismos de defesa inato durante as primeiras
semanas/meses (dependendo da espécie) do seu desenvolvimento. Devido a essas

constatacdes, pesquisas ontogénicas sdo importantes para entender caminhos evolutivos
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e -mecanismos de defesa dos peixes em idade precoce contra patdgenos (Rombout et al.
2005). A importancia de pesquisas com ontogénese citadas ressalta a necessidade de
estudos com especies ainda ndo exploradas, como é o caso do bijupird, que ainda ndo ha
relatos na literatura sobre o desenvolvimento do sistema imune, portanto se torna
relevante a ontogénese dessa espécie, bem como o presente estudo.

A ontogénese dos tecidos linféides relatado, em estudos anteriores com outras
espeécies de peixes marinhos encontra-se resumido na Tabela 1 (Cunha et al. 2008).
Tabelal. Tempo de aparecimento, em dias ap0s a eclosdo de células hematopoiéticas no

bago, rim e timo em peixes marinhos.

Espécies Referéncias Rim Baco Timo
Scophthalmus maximus  Padrds & Crespo (1996) 0 9-10 16
Sebastiscus marmoratus  Nakanishi (1991) 0 0 7
Sparus aurata Josefson & Tatner (1993) 5 12 29
Seriola quinqueradiata ~ Chantanachookhin et al. (1991) 3 3 11
Pagrus major Chantanachookhin et al. (1991) 0 3 11
Paralichthys olivaceus Chantanachookhin et al. (1991) 7 8 10
Paralichthys olivaceus Liu et al. 2004. 1 8 15
Solea senegalensis Cunha et al. 2008. 6 6 9
Rachycentron canadum  Esse estudo 1 5 7

Em comparacdo com outros teledsteos, o desenvolvimento dos 6rgdos linfoides
no bijupira foi semelhante com alguns peixes marinhos citados. O rim no bijupira ja esta
presente no primeiro dia apo6s eclosdo, com apenas a presenca de poucos tabulos renais,
no mesmo tempo encontrado em Paralichthys olivaceus, onde a massa de tecido
hematopoiético aumentou gradativamente com a idade do peixe ( Liu et al. 2004).

Os 6rgdos linfoides de bijupird surgiram em uma sequéncia, destacando
primeiramente o rim anterior, baco e timo, de acordo com o encontrado em peixes
marinhos e outros teledsteos, como linguado, douradas (Sparus aurata L.), yellowtail
(Seriola dumerili) e pargo (Pagrus major) (Chantanachookhin et al. 1991, Josefsson et
al. 1993, Padros & Crespo 1996; Liu et al. 2004), mas diferente em peixes de agua

doce como, salmdo, truta e carpa (Grace & Manning 1980; Botham & Manning 1981).
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Durante a ontogenia do sistema imune foi possivel estabelecer 0 momento da
repovoacdo de linfocitos T no rim anterior. Os linfocitos que migram do rim anterior
para o timo adquirem receptores especificos de células T (timo-dependente) (Nielsen &
Esteve-Gassent 2006), retornando ao rim anterior e mantendo as atividades imunes dos
linfocitos B e T, como foi observado neste trabalho através da andlise da expressdo
fenotipica dos receptores CD3 e CD4. A partir desse momento, sabe-se que 0 timo
involui na maioria das espécies de peixes, como na época da maturidade sexual
(Fishelson 1995), e também relacionado a outros fatores como idade, a estacéo, o stress
ambiental e ciclos hormonais também podem afetar a involucdo do timo (Press &
Evensen 1999).

Apesar de larvas de peixes estarem inicialmente protegidas por varias
substancias imunologicas inatas que sdo transferidas aos ovos durante a vitelogénese e
que os juvenis dependem de seus mecanismos de defesa inata (Magnadottir et al. 2005,
Mulero et al. 2008), a prevencdo com 0 uso de vacina é de grande importancia para o
desenvolvimento de cultivos da aquicultura. Estudos morfologicos sobre o
desenvolvimento do sistema imune de peixes tém demonstrado que 0 mecanismo do
sistema imune entre os teledsteos sdo muito semelhantes, com diferencas apenas em
relagdo ao momento do desenvolvimento do sistema imune adquirido (Mulero et al.
2007). No presente estudo, através da imunomarcacao dos receptores CD4, foi possivel
estabelecer o momento em que o sistema imune especifico se tornou funcional, devido a
presenca de linfécitos T4 no timo aos 7 dias ap6s a eclosdo e no rim aos 13 dae,
indicando as atividades funcionais dos linfocitos T4 e fundamentalmente a presenca da
memoria imunoldgica. A ndo deteccdo de CD3 e CD4 em linfocitos do baco
possivelmente esteja relacionado ao fato que este 6rgao possua populacdo predominante
de linfdcitos B e poucos linfocitos T, insuficiente para que a imunistoquimica se torne
positiva (Mishell & Dutton 1967).

Alguns autores relatam que devido a falta de marcadores adequados para
linfocitos T em peixes, as caracterizagGes e funcionalidades das populagdes de células T
ainda ndo foram totalmente definidas em teledsteos (Laing et al. 2006), no entanto este
estudo constata que é possivel a marcagdo e caracterizacdo de linfocitos T em

teledsteos, com o uso de anticorpo monoclonal com reatividade cruzada, usado também
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para identificar novos anticorpos no estudo de populagdes de células T em diferentes
espeécies animais (Conrad et al. 2007).

O uso de reatividade cruzada s6 é possivel, pois moléculas presentes nos
receptores T de algumas espécies, se conservaram durante a evolugdo (Conrad et al.
2007). Como exemplo em pesquisa com genes equivalentes (CD4, CD4REL e LAG-3)
foram identificados nos genomas de ectotérmicos, como, Danio rerio e Oncorhynchus
mykiss para investigar as relagdes evolutivas que deram origem a CD4 de mamiferos
(Laing et al. 2006).

Neste trabalho foi demonstrada a utilidade da histologia cléssica e
imunohistoquimica para avaliar o desenvolvimento ontogénico do bijupira, ferramentas
estas de facil acesso e de simplicidade técnica, que contribuiram para elaboracdo de
informacBes necessarias sobre seu sistema imune, contribuindo para seu cultivo e

futuras pesquisas.
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5. Conclusao

As informac6es sobre o tempo de aparecimento dos principais 6rgdos linféides
apresentados neste estudo contribuem para a caracterizagcdo do sistema imunologico e
estabelecimento da capacidade imunoldgica do bijupird. Foi identificado o surgimento
do rim anterior no primeiro dia apds a eclosao, o baco surgiu no 5° dia apos a ecloséo e
0 timo no 7° dae. A presenca da populacdo linféide geral foi identificada através do
anticorpo anti-CD3, verificando a presenca de receptores CD3" no rim anterior no 8°
dae e no timo no 7° dae. O desenvolvimento da imunidade especifica associada a
capacidade de memoria imunoldgica relacionado a presenca de linfocito T4 (com
receptores CD4"), foi detectado no timo aos 7 dias apos a eclosio (dae) e no rim aos 13
dae, definindo a sua capacidade de responder a antigenos especificos. Estes
conhecimentos serdo Uteis na elaboracdo de métodos preventivos para a protecao contra
doencas, como o0 uso de vacinas. Em conclusdo, a ontogénese das larvas e juvenis de
bijupira descrito neste estudo, indica que o0s primeiros estagios larvais sao
caracterizados por um rapido desenvolvimento dos 6rgédos e da atividade funcional do

sistema imunologico.
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Figura 1. Desenvolvimento do timo (A, B e C) e do rim (D, E e F) de bijupira
Rachycentron canadum. A: Larva de 3 dae, onde se observa a estrutura timica (seta),
rodeado pelo epitélio faringeo (EF). Este epitélio origina-se do revestimento da camara
branquial (CB) EF1. HE (Barra = 10 um). B: Larva de 28 dae, onde se observa o timo
(T) envolto pelo epitélio faringeo (EF) com estruturas similares a corpusculos de Hassal
(seta). H-E (Barra = 20 um.) C: Timo de um animal de 53 dae, onde se observa
linfdcitos, capilares (C) e estruturas semelhantes a corplsculos de Hassal (seta). HE
(Barra = 50 um). D: Rim de larva de 2 dae, onde se observa tabulos (T) , sinuséides
capilares (SC) e eritrocitos agrupados (seta). N&o se observa células
linfohematopoiéticas. HE (Barra = 20 um). E: Rim de larva de 19 dae com tubulos (T)
abundante tecido linfohematopoietico (THP), capilares sinusoides (seta longa) e
melanomacrofagos (seta curta). HE (Barra = 20 um). F: Rim de larva de 53 dae onde se
observa tubulos (T), glomérulos (G), capilares sinusdides (SC) e abundante tecido
linfohematopoiético (THP). PAS (Barra = 20 um).
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linfocitos agrupados (seta curta), macrofagos (seta longa) e capilares sinusoides (SC).
HE (Barra = 50 um). B: Baco de larva de 28 dae rodeado de tecido pancreatico

exocrino (P) com melanomacrofagos (setas). Coloragdo azul de Khumm (Barra = 50

um).
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Figura 3. Comprimento total de larvas e juvenis de bijupird Rachycentron canadum.
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Fig.4
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Fig.5
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Figura 5. Crescimento do timo de larvas e juvenis do bijupird Rachycentron canadum.
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Fig.6
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Figura 6. Crescimento do baco de larvas e juvenis do bijupira Rachycentron canadum.
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Fig.7
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Figura 7. Expressdo fenotipica de CD3 (A) e CD4 (B) em linfécitos presente no timo e

no rim do bijupird Rachycentron canadum.
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Figura 8. Imunomarcacdo dos receptores CD3 e CD4 dos linfécitos do bijupira
Rachycentron canadum. A: Timo de larva de 7 dias ap0s eclosdo (dae) com linfocitos
marcados com anti -CD3 (seta). Anti-CD3 (Barra= 50 um). B: Timo de larva de 28 dae
com linfécitos marcados com anti-CD4 (setas) Anti CD4 (Barra = 50 um). C: Rim de
larva de 19 dias ap6s a eclosdo com tecido linfohematopoiético que envolvem o0s
tubulos (T) linfocitos marcados com anti CD3 (seta). Anti CD3 (Barra = 50 pum). D:
Rim de larva de 21 dias apds a eclosdo onde encontra-se tecido linfohematopoiético que
rodeiam os tabulos (T) linfécitos marcados com anti-CD4 (seta). Anti-CD4 (Barra = 50

um).
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