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DESENVOLVIMENTO DE ESTRATEGIA PROFILATICA PARA CONTROLE DE
Streptococcus agalactiae E Aeromonas hydrophila EM TILAPIAS DO NILO
(Oreochromis niloticus), VACINADAS COM BACTERINAS EM VEICULO DE

POLI (ACIDO LATICO)

RESUMO- A criacdo de Tilapias no territério nacional tem se destacado dentre as
demais espécies cultivadas. A tilapicultura gerou 2,30 bilhdes de reais, dentre o
montante de 5,96 bilhdes faturado pelo setor aquicola. Dentro desta atividade, a
biomanipulacdo do ecossistema aquatico € fundamental para maximizacdo de
recursos e incremento da producdo. Entretanto, o controle sanitario dos peixes é
considerado ponto critico pelo elevado adensamento no processo de criagdo
resultando no aumento de estresse, causando imunossupressao. A diminuicdo do
sistema imunoldgico causado pelo estresse aumenta a possibilidade da ocorréncia de
bacterioses responséaveis por elevada mortalidade e consequentemente grande
prejuizo econdmico ao setor aquicola. A estratégia para evitar surtos causados por
bactérias como Aeromonas hydrophila e Streptococcus agalactiae é a vacinacgao.
Nesse contexto, a utilizacdo de adjuvantes (compostos quimicos, organicos ou
poliméricos) na composicao vacinal é importante por incrementarem a resposta
imunoldgica e tornar essa resposta mais longeva abrangendo todo o periodo de
criacdo. Diante disso, o Poli(acido latico) (PLA), vem sendo estudado como adjuvante
(microparticulas e nanoparticulas carreadoras) em formulagcéo vacinais combinado
inUmeros antigenos. O interesse nesse biomaterial esta na capacidade de liberacéo
lenta do antigeno vacinal por longos periodos e por causar reacdo inflamatoéria no
locus de implantacdo. Apds a implantagdo, a presenca do biomaterial ativa a cascata
de coagulacéo, recrutando polimorfonucleares (PMN) que se aderem ao biomaterial,
liberando mediadores inflamatério como interleucina que sdo quimiotaticos para
macrofagos, mondcitos, células dendriticas. Embora o PLA desencadeie reacao
inflamatoria, essa ndo € exacerbada indicando biocompatibilidade. A assimilacédo e
fagocitose das macromoléculas poliméricas, as transformam em monémeros que sao
convertidos em agua e diéxido de carbono no ciclo de Krebs denota o biomaterial
como bioabsorvivel. Ainda, pode ser incorporado ao PLA substancias organicas como
a vitamina E que auxilia a resposta imunoldgica dos peixes. A vista disso, a
incorporacao de Aeromonas hydrophila e Streptococcus agalactiae em dispositivo de
PLA como veiculo vacinal de longa duracdo, determinar a seguranca clinica
(biocompatibilidade) apds implantacdo intraperitoneal (IP) e subcutanea (SC), inicio e
duracao da resposta imunologica por implantacéo IP e por fim biodegradacéo do PLA
€ util como estratégia no controle de bacterioses na criacéo de Tilapias.

Palavras-chave: Adjuvante; Bacterioses; Biosseguranca; Biodegradacéo,
Biomateriais
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DEVELOPMENT OF A PROPHYLACTIC STRATEGY TO CONTROL
Streptococcus agalactiae AND Aeromonas hydrophila IN NILE TILAPIA
(Oreochromis niloticus), VACCINATED WITH BACTERIN IN POLY (LATIC ACID)
VEHICLE

ABSTRACT- The creation of Tilapias in the national territory has stood out among the
other cultivated species. Tilapia farming generated 2.30 billion reais out of the amount
billed by the sector, which was 5.96 billion. Within this activity, the biomanipulation of
the aquatic ecosystem is essential to maximize resources and increase production.
However, the sanitary control of fish is considered a critical point due to the high density
in the breeding process resulting in increased stress and causing immunosuppression.
The decrease in the immune system caused by stress increases the possibility of the
occurrence of bacteriosis responsible for high mortality and consequently great
economic losses to the aquaculture sector. Strategy to avoid outbreaks caused by
bacteria such as Aeromonas hydrophila and Streptococcus agalactiae are vaccination.
In this context, the use of adjuvants in the vaccine composition is important because
they increase the immune response and make this response longer, covering the entire
period of creation. Therefore, Poly(lactic acid) (PLA) has been studied as an adjuvant
(carrier microparticles and nanoparticles) in vaccine formulations combined with
numerous antigens. The interest in this biomaterial lies in its ability to release the
vaccine antigen slowly over long periods and causing an inflammatory reaction at the
locus of implantation. After implantation presence of the biomaterial activates the
coagulation cascade, recruiting polymorphonuclear cells (PMN) that adhere to the
biomaterial, releasing inflammatory mediators such as interleukin that are chemotactic
for macrophages, monocytes, and dendritic cells. Although PLA triggers an
inflammatory reaction, it is not exacerbated, indicating biocompatibility, the assimilation
and phagocytosis of the monomers that are converted into water and carbon dioxide
in the Krebs cycle denotes the biomaterial as bioabsorbable. Also, organic substances
such as vitamin E can be incorporated into PLA, which helps the immune response of
fish. In view of this, the incorporation of Aeromonas hydrophila and Streptococcus
agalactiae in a PLA device as a long-term vaccine vehicle, determine the clinical safety
(biocompatibility) after intraperitoneal (IP) and subcutaneous (SC) implantation, onset
and duration of the immune response by implantation IP and finally biodegradation of
PLA is useful as a strategy in the control of bacterioses in the creation of Tilapias.

Keywords: Adjuvant; Bacterioses; Biosecurity; Biodegradation, Biomaterials



CAPITULO 1 - Considerag6es gerais

1. INTRODUCAO

A criacdo prevista de peixes de agua doce para consumo humano no Brasil
aumentou 25% nos ultimos 5 anos, totalizando uma producéo de ~530.000 a 760.000
toneladas em 2019 (Valenti et al., 2021). Os autores relatam que essa variacdo se da
por conta de que o Brasil tem véarios 6rgdos que contabilizam essa produg¢do como,
Peixe BR e o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). A principal espécie
cultivada € a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) representando 61% da criacao,
seguida por tambaqui (Colossoma macropomum), pacu (Piaractus mesopotamicus) e
carpas, que representam 27%, 4% e 1% da criacao respectivamente (Valenti et al.,
2021).

Nesse contexto, para o incremento na producdo de peixes € necessario que
haja a biomanipulag&o dos ecossistemas aquaticos maximizando recursos produtivos.
Entretanto, o0 manejo desses animais em criagdo trazem inUmeros desafios dentre os
quais se destaca o controle sanitario das populacdes de peixes (Delphino et al.,
2019a). Em geral, elevados adensamentos populacionais, somado as praticas de
manejo, resultam na ocorréncia do estresse, condicao fisioldgica responsavel por
imunossuprimir os sistemas de defesa dos peixes, predispondo-os as mais diversas
enfermidades (BELO et al., 2012).

Diante disso, 0 manejo sanitario precario em sistemas intensivos de criacao
propicia o surgimento de doencas causadas por microrganismos aquaticos
oportunistas como a Aeromonas hydrophila (Ah) e Streptococcus agalactiae (Sta) que,
aparentemente causam poucos danos as populacbes de peixes em seu habitat
natural, podendo tornar-se agentes precursores de doencas de grande importancia
econdmica quando submetidos as condi¢des de criacdo (BELO et al., 2013; Delphino
et al., 2019b).

A necessidade de incremento e eficiéncia na producdo de peixes € cada vez

maior, tendo em vista a adversidade observada por meio de microrganismos



oportunistas, se torna fundamental estratégias para controle profilatico como, o uso
de vacinas (Aly et al., 2015).

A busca por adjuvantes capazes de liberar o antigeno vacinal por periodos
prolongados e modular a resposta imunolégica humoral e adquirida, se faz necesséria
na producdo de proteina animal. Neste sentido, os biopolimeros produzidos a partir
de matérias primas como, celulose, lignina, sacarose ou amido possuem potencial
para sofrerem degradacao, e apresentam diversas possibilidades de uso (Behera et
al., 2010; Nampoothiri et al., 2010).

O acido latico (mondémero) é produzido a partir de recursos renovaveis por meio
da fermentacédo bacteriana do amido. A polimerizacdo dos mondémeros de acido latico
por abertura de anel produzira o Poli(acido latico) (PLA) (Garlotta, 2001). O PLA é
extensamente estudado ha mais de trés décadas em inumeras aplicacbes (Castro-
Aguirre et al., 2016). A possibilidade de inovagdo na area biomédica utilizando esse
biomaterial, conduziu pesquisas para desenvolvimento de fios de sutura (Cutright e
Hunsuck, 1971), materiais de fixacdo 6ssea (Mcgovern et al., 2018), microesferas
carreadoras de farmacos (Kastellorizios et al., 2015), engenharia de tecidos
(Blackstone et al., 2018) e microesferas carreadoras de antigenos (Pavot et al., 2014).

Particulas poliméricas biodegradaveis carreadoras de antigenos peptidicos ou
proteicos podem controlar a liberacdo de antigenos ao longo do tempo, o que
potencialmente eliminaria doses de refor¢o (Leleux; Roy, 2013). A utilizacdo de PLA
como adjuvante demonstraram potencial no desenvolvimento de vacinas pois, pode
compreender beneficios como: liberacdo sustentada de antigenos por longos
periodos, potencial reducao de doses reforco e direcionamento passivo ou ativo de
células apresentadoras de antigenos (CAA), por meio de fagocitose nao especifica
ou mediada por receptor (Pavot et al., 2014).

De Jong e colaboradores (2005) demostraram por meio de técnica imuno-
histoquimica que duas semanas ap0s a implantacdo, o PLA puro é capaz de atrair
polimorfonucleares e expressar glicoproteinas CD4, CD8 e CD25 na superficie de
linfécitos T. Assim, o encapsulamento de antigenos vacinais em PLA pode ser uma
estratégia para aplicacdo em animais de producdo pois, a absorcdo lenta do

biomaterial somado a sinalizacdo potencial ao sistema imune podera aumentar a



resposta imunoldgica pela exposicédo prolongada ao antigeno e diminuir os custos de
producao com aplicacdes de doses reforco.

Frente ao exposto, é de suma importancia buscar novos materiais como
adjuvantes vacinais para criacdo em larga escala de peixes. Diante disso, objetivou-
se encapsular antigenos de Aeromonas hydrophila e Streptococcus agalactiae em
Poli(acido latico) PLA como veiculo vacinal de longa duracgéo, determinar a seguranca
clinica do biomaterial (biocompatibilidade) apds implantacdo intraperitoneal (IP) e
subcutanea (SC), inicio e duracdo da resposta imunoldgica por implantacéo IP e por

fim biorreabsorgcéo do PLA.
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5. Conclusao

~

Nossos resultados s&o promissores considerando a inclusdao de
bacterinas (sonicadas ou nao) no processo de producdo do dispositivo vacinal. A
observacdo de resposta imunologica por elevacdo na titulacdo de
imunoglobulinas M (IgM) e a manutencdo destas IgM, principalmente no
dispositivo elaborado com bacterinas sonicadas (PLASon) por periodo semelhante
ao periodo de criacdo da tilapia que € de oito meses reforcam esses
resultados. A auséncia de reacdo adversas, mortalidade durante todo o
periodo experimental e degradacdo parcial demonstram que a nossa formulacao é
biocompativel e biodegradavel. Portanto, o PLA incrementa a resposta imune como
adjuvante dos dispositivos vacinais polivalentes de liberacdo lenta sendo

promissores na prevencao de doencas infecciosas em tilapias do Nilo.
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