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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
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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 exposicéo prolongada ao antigeno e diminuir os custos de
producao com aplicacdes de doses reforco.

Frente ao exposto, € de suma importancia buscar novos materiais como
adjuvantes vacinais para criagdo 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 duracéo, determinar a seguranca
clinica do biomaterial (biocompatibilidade) apés implantacdo intraperitoneal (IP) e
subcutanea (SC), inicio e duracdo da resposta imunoldgica por implantacéo IP e por
fim biorreabsorgéo do PLA.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aeromonas hydrophila (Ah)

Aeromonas hydrophila (Ah) é um bacilo facultativo anaerébio Gram-negativo,
em forma de bastonete, possui cépsula, flagelos méveis polares e ndo formam
esporos. Apresenta crescimento em meios simples, colénias arredondadas, brilhantes
e de coloracao creme, de 1 a 3 mm de diametro a 25°C, durante 48 horas, (Alexandrino
et al., 2000; Fernandes et al., 2019a). E uma bactéria aquéatica comensal e
cosmopolita que pode infectar peixes, mamiferos e humanos. Causa gastroenterite,
celulite, peritonite, meningite e pneumonia em animais (Fernandes et al., 2019a).

O estresse, principalmente provocado por condices ambientais e fisiologicas
adversas como, alteracbes bruscas de temperatura, elevadas densidades de
estocagem, poluicdo orgéanica, hipoxia, é considerado fator predisponente ao
aparecimento da doenca causada por esta bactéria (Belo et al., 2013). A infec¢éo é
caracterizada por aderéncia da bactéria na pele e nadadeiras, com a colonizacao
bacteriana sdo observadas Ulceras cutaneas e lesées hemorragicas nas nadadeiras.
Esses sinais clinicos estdo associados ao inicio de resposta inflamatoria sistémica,
logo, a disseminacdo sistémica aos 6rgaos vitais causam faléncia multipla de érgaos

e morte do hospedeiro (Parker e Shaw, 2011; Stratev et al., 2015).



Um polissacarideo capsular bacteriano atua no bloqueio fisico e a enzima
dismutase blogueia quimicamente a atividade fagolisossémica da célula alvo. Estes
fatores estdo envolvidos no mecanismo de evasdo bacteriana, resultando em
sobrevivéncia intracelular dentro do fagocito do hospedeiro. Lipopolissacarideo,
exotoxinas, enzimas extracelulares, fimbrias e flagelos séo fatores de viruléncia
bacterianos que podem facilitar o contagio, sendo importantes elementos de viruléncia
bacteriana (Zhang et al., 2003; Tomas, 2012).

2.2 Streptococcus agalactiae (Sta)

Streptococcus agalactiae (Sta) um coco Gram-positivo, catalase e oxidase
negativo, podendo ou ndo ser hemolitico. Microrganismo cosmopolita, comensal
capaz de infectar uma grande variedade de espécies, incluindo peixes, répteis,
anfibios, aves, mamiferos e humanos. Em humanos, tem prevaléncia etiologica em
meningite bacteriana neonatal e endocardite e pneumonia em adultos (Mian et al.,
2009; Asencios et al., 2016; Eto et al., 2018).

Ambiente adverso, suscetibilidade do hospedeiro e interacdo com o patdgeno
definem a patogénese da infeccdo por Streptococcus, em que o grupo B Sta
geralmente sdo isolados em surtos no Brasil, ocasionando alta morbidade e
mortalidade em peixes, sendo a tilapia do Nilo € um dos teledsteos mais afetados por
Streptococcus sp (Salvador et al., 2005; Klesius et al., 2006).

Os sinais clinicos incluem perda apetite, exoftalmia, hemorragia ocular,
opacidade da coérnea, abdome distendido, curvatura da medula espinhal, natacéo
erratica, rigidez e sangramento na base das barbatanas (Pulido e Iregui, 2010). Esse
microrganismo coloniza o tecido cardiaco lesando as fibras cardiacas e o tecido
nervoso central, causando meningite supurativa resultando em sequelas graves no
peixe. Capsula polissacaridica, pili, proteinas ricas em serina, B-hemolisina, citolisina,
fibronectina e &cido teicoico contribuem para a sobrevivéncia intracelular e estédo
relacionados aos fatores de viruléncia pois, ocorre migragdo de Sta da circulagédo
sistémica para o sistema nervoso central (SNC) (Eto et al., 2018).

Asencios et al. (2016) reportaram o primeiro caso identificando o Sta por reacéo

em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) em infeccao natural del5 tilapias do



Nilo no Peru. Os achados histopatoldgicos mais importantes foram, epicardite do tipo
fibrina supurativa aguda ou crbnica (68,75%); miocardite supurativa (31,25%);
meningite supurativa aguda (62,5%). Além disso, outras alteracfes sdo citadas na
infeccdo por Sta como, presenca de pigmento disperso nas células epiteliais (75%),
necrose de coagulacdo no musculo (87,5%), necrose e infiltragdo mononuclear no
figado (56,25%), hiperplasia e fusdo da lamela secundaria (75%), congestéo
(31,25%), linfocitose (37,50%), degeneracdo gordurosa e hidropica (50%). Esses
resultados demonstram que a correlacdo entre os achados histopatolégicos
associados ao diagndéstico molecular fornece suporte fundamental para identificacao

e tratamento desta enfermidade.

2.3 Poli(Acido Léatico) (PLA) - biodegradacdo, bioreabsorcdo e

biocompatibilidade

Os biopolimeros podem ser classificados de acordo com European Bioplastics
como, de base biologica, biodegradaveis ou ambos. Estes materiais possuem as
mesmas propriedades dos materiais convencionais, porém, sao produzidos com
matérias primas de primeira geracdo como milho e cana-de-agucar, ricas em
carboidratos. As matérias primas de primeira geracdo sdo mais eficientes pois
requerem menores areas e apresentam maiores rendimentos.

Existem trés grupos principais de biopolimeros; i) ndo biodegradaveis oriundos
de base bioldgica como o Politereftalato de etileno (PET) ou parcialmente de base
biologica como Polietileno (PE), Polipropileno (PP); ii) base biologica e
biodegradaveis, como Poli(acido latico) (PLA), Polihidroxialcanoatos (PHA) ou
Polibutileno succinato (PBS) e iii) oriundos de recursos fésseis e biodegradaveis,
como o Poli(butileno adipato-co-tereftalato) (PBAT) ou Poli(e-caprolactona).

Esses biopolimeros sofrem degradacéo e biodegradacéo, como por exemplo o
PLA, apresentando diversas possibilidades de utilizacdo (Shah et al., 2008;
Nampoothiri et al., 2010; Castro-Aguirre et al., 2016).

Como possivel equivalente aos polimeros e ao biopolimero produzido a partir

do petréleo como por exemplo, a Poli(e-caprolactona), a relevancia do acido latico



elaborado a partir de fontes renovaveis, chamou a atencdo de pesquisadores na
década de 90 (Castro-Aguirre et al., 2016). O desenvolvimento de metodologias
biotecnoldgicas para producéo do acido latico iniciados nos anos 90 seguindo até os
anos 2000, demonstraram que a fermentagéo bacteriana é vantajosa em comparacao
a outras formas de sintetizar o acido latico como a hidrdlise acida e a oxidacdo do
propileno glicol (Nampoothiri et al., 2010; Castro-Aguirre et al., 2016).

Nesse contexto, as vantagens obtidas a partir da producéo fermentativa estao
na obtencao dos enantiémeros D (-) e L(+), tendo em vista que, mamiferos e peixes
produzem o isébmero L (+). Além disso, a fermentacdo apresenta baixo custo de
producdo por utilizarem pouca energia e temperatura e ainda, bactérias do género
Lactobacilli sp produzem apenas acido latico (Garlotta, 2001; John et al., 2007;
Sampaio; Freire, 2016). A capacidade de producédo isébmero L-acido latico por meio
quimico é limitada, uma vez que, durante o processo de polimerizacdo ha formacgéo
de meso-latico, comprometendo biodegradacédo, cristalinidade e estabilidade térmica
(John et al., 2007; Castro-Aguirre et al., 2016).

Garlotta, (2001) descreve que a polimerizacdo do acido latico para producao
do PLA é realizada por policondensacao direta, polimerizacao por abertura de anel ou
condensacdo e desidratacdo azeotropica. Tais processos resultam na sintetizacdo de
L-lactato (Poli(L-acido latico); PLLA), D-lactato (Poli(D-acido latico); PDLA) ou L, D-
lactato (Poli(L,D-acido latico); PLDLA).

O PLA (PLLA, PDLA, PLDLA) pode sofrer a quebra das macromoléculas por
reacBes quimicas como hidrélise, enzimatica ou ambas ao mesmo tempo (Leroy et
al., 2017). A proporcédo do mondmero D-acido lactico, atribui ao PLA caracteristica de
ser um poliéster com menor cristalinidade (Garlotta, 2001). A degradacéo do PLA por
meio de testes in vitro, podem elucidar como as cadeias do polimero serdo quebradas,
monitorando parametros como, temperatura, cristalinidade (Gorrasi; Pantani, 2013;
Xu; Crawford; Gorman, 2011), tempo (Li et al., 2016) e pH (Xu; Crawford; Gorman,
2011).

Grande parte dos estudos relacionados a hidrolise do PLA é realizada a 37°C,
relatada como temperatura padréo para ensaios in vitro (Leroy et al., 2017) sendo
também, a temperatura média corporal da maioria dos mamiferos. Porém, a

degradagcdo completa do Poli(acido latico) ocorre aproximadamente em dois anos



(Ikada; Tsuji, 2000; Garlotta, 2001) em condic¢des fisiologicas ( a 37 °C). Assim, sdo
realizados experimento utilizando temperaturas de até 90°C (De Santis; Pantani,
Titomanlio, 2011). A degradacéo acelerada (90°C) pode gerar subprodutos do PLA
em uma semana, apontados como bons representantes do processo de degradagcao
em temperatura fisiologica (Leroy et al., 2017).

O estudo da cinética de cristalizacao utilizando técnicas como calorimetria
exploratoria diferencial (DSC), espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN) e espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
(Oliveira et al., 2016) é de grande importancia por influenciar nas propriedades fisicas,
mecanicas e de degradabilidade (De Santis; Pantani, Titomanlio, 2011). O FTIR para
analise de cristalinidade quando comparada a outras técnicas apresenta vantagens,
por ser uma técnica rapida para determinacao da cristalinidade, da estrutura cristalina
e nao ser destrutiva. Entretanto, apresenta desvantagens na correta identificacdo de
bandas relativas ao conteudo das fases amorfo e cristalino, dificultando a
determinacdo da proporcdo exata do coeficiente de absorcédo entre elas (Partini;
Pantini, 2007).

De outra forma, a biodegradacdo pode ser avaliada por testes in vitro que
proporcionem condicBes experimentais semelhantes a processos fisiologicos, em
gue, os meios utilizados sao idénticos aos fluidos corporais ou proporcionem atividade
biolégica equivalente aos testes in vivo. Uma vez que tais processos causem a ruptura
das cadeias poliméricas, ato continuo, sendo esses biodegradados em dioxido de
carbono, metano, dgua e compostos inorganicos os polimeros como o PLA recebem
a classificacdo de biodegradaveis (Vert, 2009; Silva et al., 2018).

Considerando os testes in vivo, o PLA é classificado como bioreabsorvivel pois,
apos a biodegradacdo os subprodutos sdo assimilados ou eliminados, por vias
inalatoria, renal ou insercdo em processos bioquimicos (Labet e Thielemans, 2009;
Malikmammadov et al., 2018).

Em principio, os biopolimeros relativamente hidrofébicos apresentam
hidrofilicidade nas extremidades da cadeia polimerica por efeito do acido carboxilico.
Assim, a biodegradacéo pode ser dividida em quatro fases. Inicialmente, ocorre a
hidratagdo do biomaterial por absorcdo de &gua do tecido circundante. A

despolimerizacdo por hidrélise das extremidades causa reducdo da massa molar do



polimero e dessa forma o biomaterial perde energia coesiva entre as macromoléculas,
caracterizando a segunda e terceira fases respectivamente. Logo, os fagocitos
assimilam pequenos fragmentos de cadeia polimérica resultado da assimilacdo ou
dissolucéo do polimero, caracterizando a quarta fase. Por fim, o piruvato resultante da
bioconversdo do monoémeros entram no ciclo de Krebs, em que sdo novamente
convertidos em agua e diéxido de carbono, sendo excretado por via pulmonar e/ou
renal (Onuma e Serruys, 2011).

O termo biocompativel é dado ao Poli(acido latico) por ser capaz de interagir
com tecido em que é implantado, ndo causar toxicidade ou reacdo imunoldgica
exacerbada (Ramot et al., 2018). A vista disso, as caracteristicas de biodegradacao,
biocompatibilidade e bioreabsorcdo classificam o PLA como biomaterial, por
proporcionar aplicagdo in vivo para tratamento, substituicdo de tecido e aplicagcbes
especificas (Labet e Thielemans, 2009).

As propriedades quimicas e mecanicas estimularam pesquisadores a misturar
(blendas poliméricas) o PLA a outros biopolimeros (Dias; Chinelatto, 2019) e a outros
compostos como a vitamina E (Mu; Feng, 2002), de mesmo modo, a moldar em
diversas formas para inuUmeras finalidades como, “stents” coronarianos (Buscemi et
al., 2017), enxerto de pele (Blackstone et al., 2018), parafusos bioabsorviveis (Felfel
et al., 2013), suporte para o reparo da medula espinhal (Patist et al, 2004), controle
de neuropatias periféricas (Sun et al., 2006) e microesferas para liberacao controlada
de vacinas (Pavot et al., 2014).

Quando implantados, os dispositivos elaborados a partir de um biopolimero ou
de uma blenda, desencadeiam resposta inflamatdria iniciada pela cascata de
coagulacéo, sistema complemento e adesao plaquetaria. Esse processo inicial €
descrito como efeito Vroman em que ocorre a adsor¢cdo de proteinas para formacéo e
composi¢cdo de uma matriz provisoria, sendo as propriedades fisico-quimicas da
superficie do biomaterial e a composi¢ao do plasma sanguineo importantes para esse
processo. Estes eventos iniciais (resposta inata) resultam na ativacdo de
polimorfonucleares, mondécitos e macrofagos residentes (Williams, 2008; Rambo et
al., 2008; Franz et al., 2011).

A albumina, proteinas presente no soro sanguineo € descrita como de alta

mobilidade, assim, € adsorvida primeiro. Rapidamente séo substituidas por proteinas



menos moveis na superficie especifica do biopolimero como, fibrinogénio,
cininogénio, fibronectina e vitronectina. A quantidade adsorvida de vitronectina e
fibronectina na superficie do biomaterial é fundamental para a adesdo de mondcitos e
formacao de células gigantes por interagdo mediada por integrinas (Anderson, 2001,
Gorbet; Sefton, 2004; Klopfleisch; Jung, 2017).

A resposta inflamatéria, biocompatibilidade, taxa de degradacdo e
biorreabsorcdo dos biomateriais podem ser alteradas. Local de implantacdo (p.ex
tecido subcutaneo, intramuscular ou intraperitoneal), espécie do hospedeiro e
microambiente sdo considerados como fatores extrinsecos. Assim, sdo elencados
como fatores intrinsecos aos biopolimero como a forma, massa molar, cristalinidade,
composicdo quimica esterioisométrica e rugosidade superficie, porosidade,
morfologia resultante do tamanho e geometria do suporte desenvolvido, tensao
mecanica, esterilidade e duracdo do contato (Fournier et al., 2003; Barbanti et al.,
2005; Ramot et al., 2016). A combinacao desses fatores (intrinsecos e extrinsecos)
ditam as caracteristicas de biocompatibilidade, bioreabsor¢céo e taxa de degradacéao

do material implantado.

3. IMPLICACOES

De fato, as infec¢cées por Aeromonas hydrophila e Streptococcus agalactiae
causam prejuizo econdmico em decorréncia da alta letalidade e a vacinagcao
adequada é considerada estratégia para 0 aumento da sobrevivéncia e diminuicdo do
uso de antibioticos na producéo (Delphino et al., 2019a). A rapida disseminacao
destes agentes em pele, figado, rins, baco, guelra, coracao e cérebro apés 48 horas
de inoculagcédo, comprova a alta patogenicidade (Salvador et al., 2012; Eto et al., 2018;
Fernandes et al., 2019b).

Esquemas vacinais variados em peixes sao reportados na literatura
demonstrando seguranca comprovada pela titulagdo de anticorpos na primeira
semana apos imunizacdo. Quando imunizados para Aeromonas Hydrophila os titulos
de anticorpos se mantém por até 10 semana sem decréscimo na titulacao (Aly et al.,

2015). A imunizacao para Streptococcus Agalactiae apresenta uma efetividade parcial
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e pouco duradoura, apresentando reducdo na titulagdo de anticorpos trés semanas
apos a imunizacgao (Evans et al., 2004; Noraini; Sabri, 2013).

Costa e colaboradores (2017) levantaram os custos e tempo de producao de
tilipias de 0,5 g até o peso de abate 1000 g no estado de S&o Paulo. Neste estudo,
0s pesquisadores levaram em consideracdo a amplitude térmica, o que implica em
periodos maiores para que o animal chegue ao ponto de abate. Foram estudados 8
ciclos, em média sdo necessarios 8 meses da fase inicial até o momento do abate das
tilapias.

O PLA vem sendo estudado como veiculo vacinal para imunizacdo de uma
série de agentes infecciosos como, tétano (Raghuvanshi et al., 2002), difteria
(Johansen et al., 1999), hepatite B (Saini et al., 2010) e HIV (Guillon et al., 2007). O
interesse em utilizar PLA como veiculo est4d na reacdo imune adaptativa que é
induzida no hospedeiro assim que o ocorre a implantacao.

Nesse campo, a vitamina E (VitE) pode ser utilizada como emulsificante na
producdo de nanoesferas substituindo o emulsificante tradicional poli(vinil alcool).
Além disso, no processo de producéo de nanoesfera para entrega de farmacos a VitE
encapsula e protege o farmaco durante o processo de producdo (Mu; Feng, 2002).
Ademais, melhora a bioestabilidade e biocompatibilidade de diferentes biomateriais,
em particular, do PLA (Pittarella et al., 2014).

A VitE apresenta atividade anti-inflamatdria € um antioxidante biologico natural
e quando utilizada no processo de producdo de dispositivos é absorvida no trato
gastrointestinal favorecendo o paciente (Mu; Feng, 2002). Quando utilizada na dieta
de peixes a VitE contribui no mecanismo de resposta inflamatéria aumentando a
atividade cinética de recrutamento de macrofagos e formacao de células gigantes em
reacoes de corpo estranho. Podendo atuar ainda na resposta ao estresse reduzindo
a imunossupressao relacionada ao estresse (Belo et al., 2005).

A reacao inflamatdria causada pela presenca do biomaterial, ativa a cascata de
coagulacdo e o recrutamento de polimorfonucleares (PMN) que se aderem ao
biomaterial. Macrofagos, mondcitos, células dendriticas, células T sdo recrutados para
o processo de degradacédo, além de serem as principais células apresentadoras de

antigenos (Franz et al., 2011).
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A degradacéo completa do PLA depende do tamanho do dispositivo, massa
molecular e espessura, levando até 24 meses para ser totalmente reabsorvido
(Garlotta, 2001; Fournier et al., 2003). Nesse contexto, a degradacao hidrolitica do
dispositivo polimérico € dependente do seu tamanho e espessura. Logo, a taxa de
degradac¢do do nucleo € maior do que a degradacao da superficie do dispositivo, tem-
se entdo, uma degradacdo heterogénea. Diferentemente, em dispositivos menores a
taxa de degradacao ocorre de forma homogénea, assim, a degradacédo do nucleo é
equivalente a da superficie (Anderson; Shive, 2012).

A possibilidade de prolongar a exposi¢cdo aos antigenos vacinais utilizando o
PLA e dentro gama de possibilidades em modelar o biomaterial para melhor ser
utilizado, foi proposto neste primeiro estudo ja publicado (Cap. 2). Avaliou-se a
seguranca clinica e toxicologica de dispositivos modelados a partir da dissolucdo do
PLA em diclorometano acrescido na dissolucdo vitamina E. Além da publicacdo, o
processo de modelacdo e incorporacao de vitamina E ao biomaterial (2,3 mm de
diametros) foi reconhecida como inovacdo atendendo as condicbes de
patenteabilidade pela Agéncia Unesp de Inovacéo (AUIN) e depositado para avaliagao
no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI) registrado sob processo BR 10
2020 026197 5.

Além disso, a possibilidade de adicionar outras substancias organicas ao
processo de producao do dispositivo, fizeram com que, além da vitamina E fosse
acrescentada as duas bactérias com intuito de ser utilizado como uma vacina
polivalente visto que ndo ha um imunizante para a cadeia produtiva aquicola nessa
apresentacao (Cap. 3). Dessa forma, a liberacdo lenta de antigenos proporcionada
pelo PLA e a possibilidade de utilizacdo dos dois agentes infecciosos como
Aeromonas hydrophila e Streptococcus agalactiae podera auxiliar no incremento de
resposta imune inata, aumentando a capacidade de protecdo dos animais contra 0s

patdégenos durante o periodo de criagao.
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Capitulo 2 - Device implant based on poly(lactic acid) with vitamin E for vaccine
delivery system in Tilapia: Study for biocompatibility and

biodegradation

Artigo publicado na revista Fish and Shellfish Immunology Reports, intitulado “Device
implant based on poly(lactic acid) with vitamin E for vaccine delivery system in Tilapia:

Study for biocompatibility and biodegradation”, volume 3, paginas 100060, 2022.

Abstract

The use of Poly(lactic acid) (PLA) as a slow-release vehicle for vaccines has attracted
the attention of researchers, since its insertion improves the uptake of them, and
reduces side effects or by stimulating recruited defense cells, assisting immunity
without the need for booster vaccine doses. Seeking to develop new strategies for the
administration of drugs and vaccines in aquaculture, we evaluated the biocompatibility
and biodegradation of polymeric PLA devices and PLA plus vitamin E devices,
implanted through subcutaneous (SC) and intraperitoneal (IP) routes in Nile tilapia. To
carry out this study, 84 male tilapia (initial 243.82 + 56.74qg; final 400.71 + 100.54Q)
were randomly distributed in 3 tanks (n=28 fish per treatment/tank). The devices were
prepared in two formulations: neat PLA (containing 100% PLA) and PLAVE (PLA plus
vitamin E) implanted using a commercial AnimalTag® applicator, and non-implanted
fish (control). Fish were sampled 15, 30, 60, and 120 days post-implantation (DPI).
Blood analysis was used to access blood cells and blood smear for differential
leucocytes count. Serum biochemistry to evaluated changes in serum proteins and
glycemia. Histopathological investigation using hematoxylin-eosin (H&E) was used to
assess polymer-tissue interaction. Histochemistry and immunohistochemistry was
used to detection immune cells and phagocytes in capsule, and analyses of
melanomacrophage centers (MMCs) to morphometric evaluation and percentage
amount of melanin, hemosiderin and lipofucsin pigments. Histopathological study

revealed an increase of capsular formation and inflammatory cell infiltration in PLAVE-
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implanted tilapia through SC route (15 DPI). Tilapia implanted with PLAVE and PLA
(SC) presented mast cells and eosinophilic granular cells during 15, 30, and 60 DPI,
with a decrease in these cells in the fibrous capsule around the polymer at 120 DPI.
PLAVE implanted tilapia SC at 60 DPI showed significantly phagocytosis points than
other groups. Phagocytic cells (F4/80+) were observed near to biopolymers in
phagocytosis sites. Lipofuscin at 120 DPI in spleen melanomacrophage centers were
significantly high in PLAVE implanted tilapias when compared to fish with PLA implants
and control. The serum biochemical study of tilapia did not reveal changes in
cytotoxicity and liver function in implanted fish. The absence of side effects in
hematological and biochemical findings, including the absence of mortality after device
implantation, proves its clinical safety. PLA implants in tilapia have demonstrated
biocompatibility, biodegradation, clinical safety, and excellent evolution of foreign body

inflammatory responses.

Keywords: Biomaterials, Oreochromis niloticus, Clinical safety, Inflammatory
response, Innate immunity

1. Introduction

The use of biomaterials from renewable sources has been growing in several
biomedical segments, among them, the poly(lactic acid) (PLA) has shown great
interest in scientific community, since it has been used as bone fixation material [1],
coronary stents [2], tissue engineering [3], drug, and vaccine-carrying microspheres
[4;5;6]. Other authors have studied the biocompatible and biodegradable of pure PLA
and PLA with other polymers called blends and, whit another compounds, suggesting
that the PLA is safety [7;8;9]. The PLA was approved by the FDA in 1971 for the
development of sutures. After implantation the product of the biodegradation by
phagocytosis results in the transformation of L-lactate monomer in pyruvate, which is
a substrate for the Krebs cycle and oxidative phosphorylation, resulting in the
production of carbon dioxide and water, and both are easily excreted by the body [10].

Vaccines with PLA-based vehicles may have advantages, as they result in

prolonged inflammatory stimuli with the accumulation of defense cells recruited to the
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implant site [11;12]. Franz et al. [13] described the implantation of PLA activates the
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) and through macrophages,
dendritic cells, and pattern recognition receptors (PRR) to promote inflammation and
immunity. The long period of PLA degradation may keep the antibody titers elevated
favoring the animal against opportunistic pathogens such as the case of Streptococcus
agalactiae and Aeromonas hydrophila in tilapia farms, without the need for
reinforcement vaccine doses, reducing handling stress, and production costs
[4;14;15;16].

The preparation of polymers as vaccine carriers in mammals [8;17] and fish [18]
is carried out using oil-in-water (o / w) emulsion methodology and most commonly
water-oil-water (w / o / w) in which the antigen or the active molecule is soluble in a
non-water-miscible solvent, such as dichloromethane (DCM). A common step for both
techniques is the dispersion of the polymer in an aqueous phase containing the
emulsifier poly(vinyl alcohol) [4]. Researchers proposed the use of natural emulsifiers
for the preparation of microspheres for the distribution of drugs, among them vitamin
E [19;20]. The process of producing microspheres using vitamin E is easier to
manufacture and is also more effective in the encapsulation process [20].

Schubert et al. [21] demonstrated that the use of vitamin E incorporated into
poly(etherurethane urea) implanted subcutaneously in rats improves biocompatibility
and stimulates a greater amount of macrophages adherent to the material during the
inflammatory reaction. McNally and Anderson [22] observed that a-tocopherol
promoted adhesion with cytoplasmic dissemination, favoring macrophage fusion and
formation of foreign body giant cells (FBGC). These authors reported that a-tocopherol
contributed to the formation of FBGC in the presence of interleukin-4 (IL-4), and also
induced the formation of these giant cells through the activation of diacylglycerol
kinase.

Furthermore, vitamin E has important antioxidant activity maintaining the flow of
nutrients in phagocytes [23] and favoring the defense mechanisms of fish during the
foreign body’s chronic inflammatory reaction [24;25]. Vitamin E accumulation in tissues
helped to improve immune regulatory response and defense against stressors and
infectious pathogens in Nile tilapia by upregulated gene expression in an oral
administration [26;27].
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Based on the importance of developing new strategies for the administration of
drugs and vaccines in aquaculture, we evaluated the biocompatibility (clinical safety)
and biodegradation of neat polymeric poly(lactic acid) devices and poly(lactic acid) plus

vitamin E, implanted through subcutaneous and intraperitoneal routes in Nile tilapia.

2. Materials and Methods

2.1 Animals and experimental design

To carry out this study, 84 male tilapias (243.82 + 56.74g), from Aquabel farm
(Porto Ferreira, S&o Paulo State, Brazil) and belonging to the same spawning, were
randomly distributed in 3 tanks (1000 L of water, n=28 fish per treatment/tank) with
recirculation system at a flow rate of 5 L min?, to perform the following three
treatments: control group (without implant), PLA and PLAVE (PLA with Vitamin E). Fish
were reared in this system for 3 months before starting the study with the implantation
of biomaterials. Fish were fed 3% of biomass with commercial feed (Nutripiscis® -
Neovia Company, 28% GP, and 4000 kcal of GE kg™). Water quality parameters were
determined daily using pHmeter with condutivimeter (model YSI-63) and oximeter
(model YSI-55), and their values remained within the adequate range for tropical fish
comfort [28] (dissolved oxygen = 4.07 + 0.89 mg L!: temperature =27.64 + 2.05 °C;
pH = 7.64 + 0.54; and conductivity = 208.29 + 97.57 uS/cm). This research was
approved by the Ethics Committee for the Use of Animals belonging to Sado Paulo State
University, FCAV-UNESP, protocol n°® 08665/19.

2.2 Device of poly (lactic acid) and implantation

The devices were prepared in two formulations: neat PLA containing 100% of
poly(lactic acid) and PLAVE containing poly(lactic acid) plus vitamin E. Basically, 500
mg of poly(lactic acid) (PLA grade: Ingeo 3251D, manufactured by NatureWorks Co.,
Ltd) was dissolved in dichloromethane (DCM) stirring for 20 minutes. To produce
PLAVE, the same methodology described was used, obtaining the dissolution of PLA,
vitamin E was added to the dissolved PLA [20]. Thus, PLA or PLAVE were placed in
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glass capillaries maintained at room temperature during four days for drying. The
devices were removed from the capillaries and sectioned with one centimeter of length
(patent number BR 10 2020 026197 5). Prior to implant, the devices were immersed
in 70% ethanol for one hour and dried in an oven [29;30]. Then the fish were
anesthetized by immersion in 1: 10.000 (v: v) aqueous solution of benzocaine (Sigma
Chemical Co., St. Louis, Missouri 63178, USA), and using a commercial AnimalTag®
applicator, the same fish receive two devices of PLAVE or PLA implanted

intraperitoneally (IP) and subcutaneously (SC).

2.3 Blood analysis

Seven fish per treatment per time (totalized n=28 fish/treatment) were
anesthetized (item 2.2) to obtain blood samples from the caudal vessel at 15, 30, 60,
and 120 days post-implantation (DPI), using two sets of needle and syringe one coated
with lithium heparin and another without anticoagulant to obtain plasma and serum
samples, respectively. Blood cell counts were realized by hemocytometer (Neubauer
chamber) and Natt and Herrick solution (proportion of 1:100 v:v). The hematocrit (Ht)
was determined in microhematocrit centrifugation technique and hemoglobin
concentration (Hb) with Drabkin’s reagent read at 540 nm. Mean corpuscular volume
(MCV) and mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) were calculated from
the Ht, [Hb], and red blood cells. Blood smears for differential leukocyte counts were
stained with a combination of May-Grinwald Giemsa and Wright's Method [31]. After
blood sampling, fish euthanasia was carried out by prolonged exposure to benzocaine

hydroalcoholic solution 1:500 (v:v).

2.4 Reactive Oxygen Species (NBT assay)

The respiratory burst of leukocytes was measured according to Farias et al. [32].
For that, 100 uL of an NBT-buffered solution at 0,2% (NBT-nitroblue tetrazolium,
Sigma, St. Louis, MO, USA) was mixed with 100 uL of heparinized blood. This solution
was homogenized and incubated in a dark room for 30 min at 25°C. After the
incubation, 50 uL of the solution was added to 1 mL of n,n-dimethyl-formamide (DMF,

Sigma, St. Louis, MO, USA), and centrifuged at 3000g for 5 min. The supernatant



25

optical density was measured using a spectrophotometer (Beckman DU-70S) with a

wavelength of 540 nm.

2.5 Serum biochemistry

Fish blood samples without anticoagulant were centrifuged at 3000g for 10 min.
at 4 °C to obtain the serum for total protein, alkaline phosphatase (ALP), aspartate
aminotransferase (AST), and alanine aminotransferase (ALT) determination, using in
a semi-automatic biochemical analyzer (Model LabQuest® — Bioplus Company) [33]

and fish glycemia was determined using the Accu-Chek Performa device.

2.6 Histopathology

The devices implanted in the SC were removed together with subcutaneous
tissue and adjacent skeletal muscle, while the IP implants were collected with the
omentum. Therefore, samples of polymeric implants and splenic tissue for
melanomacrophage studies were fixed in 10% buffered formalin, embedded in paraffin,
sectioned at 5um, and stained with hematoxylin and eosin (H&E) for photomicroscopic
assessment (Carl Zeiss Jena, Germany) and images captured using software (Opton
CMOS). An experienced pathologist performed blind histopathologic analyses and the
histological findings related to polymeric implants were quantitatively classified using
a numerical score: 1-mild reaction, 2-moderate reaction, 3-intense reaction, and 4-

severe reaction according to the criteria proposed by De Jong et al. [34].

2.6.1 Eosinophilic granular cells (EGCs) and phagocytosis points count

Histological sections were stained in H&E, for counting evaluation. For this
purpose, five fields per animal were randomly selected and photographed (Opton
CMOS TA-0124-D) totaling 35 fields per treatment in each evaluated period (15, 30,
60, and 120 DPI), to be determined the area (mm?) the number of eosinophilic granular
cell, and phagocytosis points per field were counting using the Image-J program [35].
Number of cells or phagocytosis points were divided by area (cell or phagocytosis /

mm?).
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2.6.2 Histochemistry and Immunohistochemistry

For detection of immune cells and phagocytes in capsule, histochemistry and
immunohistochemistry (IHC) analysis were performed. The Periodic Acid Schiff (PAS)
staining was performed to identify the leukocytes-granulocytes infiltrated in capsular
tissue. Toluidine blue (1%, pH 4.0) staining was performed to identify mast cells in
tissue sections through metachromatically reaction of heparin and sulfated
glycosaminoglycan granules. For IHC detection of phagocytes, histological sections
were submitted to reaction with the primary antibody F4/80 (rabbit monoclonal, 1:100,
D2S9R, #70076, Cell Signaling, Danvers, MA, USA). Slides were dewaxed, and
antigens were retrieved in 10 mM citrate buffer (pH 6.0, at 98-C). Endogen peroxidases
blocked in 10% H202, and nonspecific proteins were blocked using 5% skimmed milk.
After, they were incubated overnight with the primary antibodies. An incubation with
polymer (Novolink Max Polymer DS (1250), Leica) was performed, and detection was
performed with 3-30’-diaminobenzidine tetrahydrochloride solution (DAB) and
counter-stained with Harris Hematoxylin, staining and inspected under a light
microscope (Olympus BX50, Olympus Corporation, Center Valley, PA, USA). Images
were captured using Olympus cellSens Standard 1.18 software (Olympus Corporation,
Center Valley, PA, USA).

2.7 Analysis of melanomacrophage centers (MMCs)

Spleen histological sections were stained in H&E, toluidine blue, Perl's
(hemosiderin - ferric blue pigment), and Schmorl's (lipofucsin - brown pigment) stain
for morphometric evaluation and the percentage amount of melanin, hemosiderin, and
lipofucsin pigments present in MMCs, following the methodology described by
Manrique et al. [36]. For this purpose, five fields per animal were randomly selected
and photographed (Opton CMOS TA-0124-D) for each staining, totaling 35 fields per
treatment in each evaluated period (15, 30, 60, and 120 DPI), to determined the area
(um?) and the number of MMCs per field, as well as the percentage of each pigment,

using the Image-J program [35].
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2.8 Statistical analysis

The data were tested for normality using the Kolmogorov-Smirnov test. Data
were analyzed using a linear model, which included fixed effects for treatment and
treatment-time to implant interaction. Differences between treatments were determined
by the Kruskal-Wallis test. All analyzes were carried out using Sigma-Plot, version
12.0. Significant differences (p < 0.05) were estimated based on Dunn's test.

3. Results

3.1 Polymeric implants

The first assessment at 15 days post-implantation (DPI) was performed to verify
the formation of a moderate capsule with macrophages between the implant and
fibrous capsule. In the following evaluations, cytoplasmic projections were observed
involving parts of the polymers containing paved macrophages adjacent to the fibrous
capsule in subcutaneous (Fig. 1), and intraperitoneal implants (Fig. 2).
Neovascularization in the fibrous capsule can be seen with greater intensity at 15 and
30 DPI. However, at 60 and 120 DPI, a notable increase in the diameter of blood
vessels and retraction of the capsule was observed with the presence of focal points

of phagocytosis and the presence of cells inside the polymer (Fig. 1 and Fig.2).
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Figure 1. Photomicrographs of PLAVE and PLA subcutaneous implants in Nile tilapia
(Oreochromis niloticus), stained with H&E. (A - B) diffuse mononuclear inflammatory
infiltrate in the skin tissue adjacent to the fibrotic capsule (fc), neovascularization in the
capsule and skin tissue (thin arrows), and in (B) presence of the eosinophilic granular
cell; (DV) polymer location region (scale bar = 20um). (C - D) fibrotic capsule (fc) with
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phagocyte cells paving and tissue projections on the polymer (thick black arrow), and
in (D) presence of the eosinophilic granular cell in capsule; (CI) cell infiltration within
the polymer, (DV) region of polymer location (scale bar = 20um). (E - F) fibrotic capsule
(fc) with phagocyte cells paving and surrounding the polymer (thick black arrow), and
(*) phagocytosis points, (CI) cell infiltration within the polymer, phagocytosis points (*),
(DV) polymer localization region (scale bar = 50um). (E inset) cell bridge connected to
fibrotic capsule (fc) between the ends of the polymer (scale bar = 100um) (G - H)
fibrotic capsule (fc) with macrophage paving and tissue projections on the polymer
(thick black arrow), multinucleated giant cells and phagocytosis points (*), (Cl) cell
growth within polymer, (DV) polymer location region (D; scale bar = 20um; E; scale bar
= 50um).
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15 DPI

30 DPI

60 DPI

120 DPI

Figure 2. Photomicrographs of PLAVE and PLA intraperitoneal implants in Nile tilapia
(Oreochromis niloticus), stained with H&E. (A - B) diffuse mononuclear inflammatory
infiltrate in the omentum adjacent to fibrotic capsule (fc), neovascularization in the
capsule and omentum (thin arrows), and (DV) polymer location region (A; scale bar =
50um; E; scale bar = 100um) (A inset) neovascularization (thin arrows) in omentum



31

(bar = 20 um). (C - D) fibrotic capsule (fc) with macrophage paving and tissue
projections on the polymer (thick black arrow), and in (D) presence of the eosinophilic
granular cell in capsule. (CI) cell infiltration into the polymer and (DV) region of polymer
location (scale bar = 20um). (E - F) fibrotic capsule (fc) with macrophage paving and
tissue projections with phagocyte cells into the polymer and surrounding the polymer
(thick black arrow), and in (E) presence of the eosinophilic granular cell in capsule, (CI)
cell infiltration within the polymer, and (DV) polymer location region (scale bar = 20um).
(G - H) fibrotic capsule (fc) with macrophage paving and tissue projections on the
polymer, phagocyte cells surrounding the polymer (thick black arrow), and (*)
phagocytosis points, (CI) cell infiltration into the polymer and (DV) region of polymer
location (scale bar = 20um).

The histochemistry and immunohistochemistry analysis presented mast cells
(Fig 3A, B, C, D) and eosinophilic granular cells (Fig 3E, F, G, H) in abundance during
15, 30, and 60 DPI, with a decrease in these cells' presence in the fibrous capsule
around the polymer from 120 DPI in subcutaneous implantation (Fig 4A). The count of
these cells showed significant differences at both implantation sites throughout the
experimental period, as PLA SC implantation resulted in a significant (p<0.05) increase
in cell counts when compared to PLA IP (15 DPI). However, at 120 DPI the eosinophilic
granular cell (EGC) counts in the pure PLA and PLAVE implants both implanted
through the IP route showed a significant increase (p<0.05) in the count compared to
the PLAVE SC implant. Furthermore, the evolution of the response over time revealed
that EGC counts on PLAVE SC implants at 15 DPI were higher (p<0.05) when
compared to counts performed at 120 DPI (Fig. 4E).
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Figure 3: Photomicrographs of PLAVE and PLA intraperitoneal and subcutaneous
implants in Nile tilapia (Oreochromis niloticus). (A-D) Mast cells (MCs) stained with
Toluidine Blue (1% pH 4.0) in intraperitoneal implantation, (A) in fibrous capsule (fc)
adjacent to polymer (black arrow; bar = 10um), and in (B) cell growth (ci) within polymer
(*) with mast cells (black arrow; scale bar = 10um). (C) Mast cells observed in
intraperitoneal fibrous capsule (fc) near polymer (*), and (D) mast cells observed in
intraperitoneal fibrous capsule (fc) (black arrow; scale bar = 10um). (E-H) Eosinophilic
granular cells (EGCs) stained with Periodic Acid Schiff (PAS) in subcutaneous implant.
(E) EGCs observed inflammatory focus (if) close to fibrous capsule (fc) (bar = 20um);
(E inset) eosinophilic granular cell (EGCs) (scale bar = 10um). (F) EGCs (black arrow)
observed in fibrous capsule (fc) close to polymer (*) (scale bar = 20um). (G)
inflammatory infiltrated (ii) with EGCs near to a blood vessel in fibrous capsule (fc),
and (H) inflammatory infiltrated (ii) in fibrous capsule close to polymer (*) (scale bar =
20um). (I-L) Phagocytes (F4/80 +) immunohistochemistry. (I) Phagocytes (black
arrow) in fibrous capsule (fc) near polymer (*) in subcutaneous site (scale bar = 10um),
and (J) phagocytes (black arrow) in fibrous capsule (fc) and within cell growth within
polymer (*) (scale bar = 10um). (K) Fibrous capsule (fc) with phagocyte (black arrow)
in intraperitoneal implantation (scale bar = 10um), and (L) phagocytes (black arrow)
observed in omentum adipose tissue (scale bar = 10um). (M-P) Melanomacrophages
phagocytes (MMs). (M) Fibrous capsule (fc) presenting melanomacrophages (black
arrow) close to polymer (*) in subcutaneous site (scale bar = 10um). (N)
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Melanomacrophage phagocytes near to fibrous capsule (fc). Note the
melanomacrophage inside fibrous capsule (arrowhead; scale bar = 20um), and (N
inset) negative control stained without primary antibody (F4/80), it is possible note that
fibrous capsule is not stained (bar = 20um). (O) Melanomacrophage in the fibrous
capsule (fc) intraperitoneal implantation, and (P) melanomacrophage phagocytes near
and inside fibrous capsule (fc) at the polymer (*) (O, and P; scale bar = 10um).
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Figure 4. Heat map of tissue response scores of Nile tilapia (Oreochromis niloticus).
The intensity of the color grade (color gradient) represents the magnitude of the score,
and the more dark blue indicates a more massive tissue reaction (A, B, C, and D). The
clustering tree at the days post-implantation (DPI) level was constructed at the bottom
and tissue reactions were constructed at the left side, showing the relationship between
time points (DPI) and histopathological analysis. The characteristic inflammatory tissue
reaction to the implant was classified semi-quantitatively by scores (De Jong et al.,
2005). 1- mild reaction; 2- moderate reaction; 3- intense reaction; 4- severe reaction.
Hematoxylin-Eosin Staining. Means values (x SE) and Kruskal-Wallis* test observed in
the eosinophilic granular cells (E) and phagocytosis points counts (F) of tilapia post-
implantation. Means (n = 7 fish/ treatment/ day sampling) followed by the same letter do
not differ by the Dunn’s test (P <0.05). Lowercase letters compare treatments in each
experimental period, while symbols (* P<0.05; ** P<0.005; *** P<0.001). Sampling
Period: 15, 30, 60, and 120 days post-implant (DPI); Two sites implantation:
intraperitoneal (IP) and subcutaneous (SC); Treatments: PLA (polylactic acid), PLAVE
(polylactic acid + vitamin E).
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At 60 DPI it was observed in PLAVE SC implanted fish a significant (p<0.05)
increase in phagocytosis points than other groups (PLA IP, PLAVE IP, and PLA SC)
in the same period, and when compared at trial period 30 DPI (Fig 4F). PLA IP and SC
implants show the same characteristic at 60 DPI when compared to other periods. At
120 DPI the fish receiving the PLAVE IP showed significantly higher (p<0.05) number
of phagocytic foci than at 15, and 30 DPI. (Fig 4F). In phagocytic cells were observed
biomaterial pieces inside vacuoles and pigmented aggregates in the cytoplasm. At 120
DPI, it was possible to detect F4/80+ phagocytes in tissue projections (Fig 31, J, K, L),
in addition to observing the accumulation of melanomacrophages in the pericapsular
region (Fig 3M, N, O, P). In addition, small pieces and aggregates of the biodegrading
polymer were observed in the fibrous capsule and adjacent tissue detached from the
device surrounded by melanomacrophages, phagocytes, and mast cells (Fig 5A, B,
C).

Figure 5. Photomicrographs of PLAVE and PLA intraperitoneal or subcutaneous
implants in Nile tilapia (Oreochromis niloticus). (A) Phagocytosis sites (black arrow)
stained with primary antibody (F4/80+) between fibrous capsule (fc) and polymer (DV)
in subcutaneous at 60 DPI (bar = 50um). (B) Phagocyte cell (black arrow) stained with
primary antibody (F4/80+) around piece of polymer (*) in process to phagocytosis in
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the fibrous capsule (fc) in subcutaneous at 60 DPI (bar = 10um). (C) Piece of polymer
inside phagocyte cell (black arrow) stained toluidine blue (1%, pH 4.0) in intraperitoneal
at 120 DPI (bar = 10um). (D) Phagocyte cells inside of melanomacrophage center in
spleen (black arrows) stained with primary antibody (F4/80+) at 120 DPI (bar = 10um).

Phagocytic cells (F4/80+) were observed into phagocytosis sites (Fig 5A), very
near to biopolymers at 60 DPI (Fig 5B). These cells were observed also in spleen
melanomacrophages (Fig 5D). Besides, piece of polymer was observed inside the
phagocyte cells at 120 DPI (Fig 5C).

3.2 Spleen melanomacrophage centers (MMCSs)

PLA and PLAVE implants did not result in significant changes (p=0.05) in the
percentage of occupation, number and area of MMCs in the tilapia's splenic tissues,
during all the periods analyzed when compared to the non-implanted control fish (Table
1, Figure 6). However, PLAVE implanted tilapia presented significant increase (p<0,05)
in hemosiderin (15 DPI) and lipofuscin (120 DPI) pigments presented in spleen MMCs
when compared to fish with PLA implants and control (Table 1). At 15 DPI, a significant
increase in the amount of melanin was observed in MMCs of PLAVE tilapias compared
to fish implanted with PLA, while fish implanted with PLA showed significant increase
(p <0.05) in melanin content (120 DPI) in relation to the amounts observed in the

control animals (Table 1).
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Table 1. Means! values observed in the histopathological study of spleen

melanomacrophage centers of tilapia post-implantation.

Period? Treatment?  Area’ Number® % of Melanin Hemosiderin Lipofucsin
erio reatmen rea umber

occupation® (%) (%) (%)
PLAVE 8289.72 Aa 3.03 Aa 8.43 Aa 0.55 Aa 0.29 Aa 0.17 Ap
15 PLA 4402.20 Aa 3.11 Aa 4,71 Aa 0.11 Bo 0.02 Bo 0.14 Aa

Control 6551.73 A2 42042 7,00 Ad 0.26 AB2 0.01 Ba 0.19 A2

PLAVE 8013.81 A2 3.02A2 845 Aa 0.53 A2 0.34 Aa (0727 78D
30 PLA 7168.81 A2 3.07 Aa 7.56 Aa D145 D 0.31 Aa 0.12 Aa
Control 5567.34 Aa 287 A% 567 A 0.24 A2 0.31 42 0.08 A2

PLAVE 7901.05 A? 29142 gl14Aa 0.21 A2 0.73 A2 0.24 A%
60 PLA 8611.94 Aa 25142 9,00 A2 0.49 A% 0.28 A2 0.27 A2
Control 3281.91 Aa 3.60Aa 33344 0.34 Aa 0.17 Aa 0.10 Aa

PLAVE 4195.28 Aa 33942 46242 0.34 ABa 0.43 A2 0.45 A2
120 PLA 3459.71 Aa 36042  3.76Aa 0.55 A2 (0LA1(E) 52 0.14 Ba
Control 5502.49 A2 33672  583Aa 0.15 Ba 0.18 A2 0.12 Ba

Value of P* 0.198 0.463 0.139 < 0.001 < 0.001 0.004

1 Means (n = 35, 7 fish X 5 fields) followed by the same letter do not differ by the Dunn’s
test (P <0.05). Capital letters in the columns compare treatments in each experimental
period, while lowercase letters evaluate the evolution of each treatment among
experimental periods.

2Sampling Period: 15, 30, 60, and 120 days post-implant (DPI); Treatments: PLA
(polylactic acid), PLAVE (polylactic acid + vitamin E) and control (without implant).

3 Area of MMCs (um?); Number of MMCs counted by field; % of occupation of field area;
Pigments present in the MMCs (Melanin, hemosiderin, and lipofuscin).

4 P value by Kruskal-Wallis test.
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Figure 6. Photomicrographs stained by toluidine blue, Perl's, and Schmorl's of spleen
melanomacrophages centers in Nile tilapia (Oreochromis nilotica) at 15 and 120 DPI.
Control (without implant), PLA (polylactic acid) and PLAVE (polylactic acid + vitamin
E) (bar = 20 um).

3.3 Hematological analysis

The study of white blood cells revealed significant (p<0.05) changes between
implanted fish and controls (Fig. 7). However, it was observed a significant decrease
(p<0.05) in the number of leukocytes was observed, marked by the decrease in
neutrophil and monocyte counts, which occurred gradually between the experimental
days (15 to 120 DPI). Such results were accompanied by a significant increase
(p<0.05) in the number of thrombocytes (Figure 7). PLAVE implanted tilapia presented
significant (p<0.05) decrease in total leukocyte counts at 120 DPI while with the control
fish and implanted with PLA, this decrease (p<0.05) occurred at 60 DPI (Fig. 7). Tilapia
implanted with PLA showed no significant (p>0.05) decrease in monocyte counts when
compared to fish with PLAVE implants and control fish (15 DPI). However, with the
evolution of foreign body inflammatory reaction 60 DPI, tilapia implanted with PLAVE
showed a significant (p<0.05) increase in monocyte counts in relation to non-implanted
control fish (Fig. 7). Non-implanted tilapia and implanted with PLAVE showed a
significant decrease (p<0.05) in the number of neutrophils at 120 DPI (Fig. 7).
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Figure 7: Means values (+ SE) and Kruskal-Wallis! observed in the white blood cell
counts of tilapia post-implantation. Means (n = 7 fish/ treatment/ day sampling) followed
by the same letter do not differ by the Dunn’s test (P <0.05). Lowercase letters compare
treatments in each experimental period, while symbols (* P<0.05; ** P<0.005; ***
P<0.001). Sampling Period: 15, 30, 60, and 120 days post-implant (DPI); Treatments:
PLA (polylactic acid), PLAVE (polylactic acid + vitamin E) and control (without implant).
The correlation analysis between the white blood cell counts and the respiratory
burst showed 72.73% (p=0.0074) of negative correlation between the number of
circulating leukocytes and ROS production in control animals, as well as tilapia
implanted with PLAVE, showed 52.66% (p=0.0040) of positive correlation between

thrombocyte counts and ROS production (Table 2).



39

Table 2. Correlation analysis between respiratory burst activity values and the

absolute number of leukocytes and thrombocytes counts in the blood of tilapias post-

implantation.
Correlated Experimental Correlation analysis

Parameterst! Sampling? p3 Prob > |p|®

Control -0.7273 0.0074

Leukocytes X Burst PolA -0.3258 0.1293
PolAVE -0.2729 0.1600

Control 0.2301 0.4705

Thrombocytes X Burst PolA 0.2284 0.2946
PolAVE 0.5266 0.0040

! Leukocytes= absolute number of leukocytes and thrombocytes counts in the blood;
Respiratory burst activity (NBT assays).

2 Correlation among fish within each treatment. Control without implant (n=28),

PLA (polylactic acid) (n=28), PLAVE (polylactic acid + vitamin E) (n=28).

3 p = Coefficient of Spearman Correlation; Prob.> |p| — Significance Probability of p

value.

The erythrogram study showed no significant difference between implanted fish
and controls, except for an increase in hemoglobin concentrations in fish implanted
with PLAVE 120 DPI (Table 3). In the evaluation between the experimental periods,
there was observed a significant increase (p<0,05) in erythrocyte counts and
hemoglobin concentrations, such findings were accompanied by a significant decrease

(p<0,05) in mean corpuscular volume in fish implanted with PLA (120 DPI) (Table 3).



40

Table 3. Means! values observed in the blood analysis of tilapia post-implantation.

. , Erythrocytes Hematocrit Hemoglobin  MCV®  MCH®  MCHC?
Period® Treatment

(x10%/mm®) (%) (g/dL) (fL) (p9) (g/dL)
PLAVE 1.69 AP 21.00 AP 6.12Ab 1257 Aa 36.10 Aa 29,23 Aab
15 PLA 1.67 Aab 23.57 Aa 6.04 A2b  140.0 A2 36.00 A2 25,90 Aa
Control 1.46 Aa 23.33 Aa 5.20 A2 150.8 Aa 35.61 42 2262 Aa
PLAVE 1.87 Adb 22.86 Ab 6.80 A 1135 A2 36.35Aa 3289 Aa
30 PLA 1.64 Ab 24.87 Aa 5.87Ab  138.9Aad  3525A2  pg g3 Aa
Control 2.07 Aa 25.00 A2 7.6142 1248 A 36.68 A2 3500 Aa
PLAVE 1.76 Aab 24.71 Aab 6.64Ab 1337 A2 35.21 ABa g 78 Ab
60 PLA 1.82 Aab 24.00 Aa 6.28 Aab 133 5Aad  3388Bb 9449 Aa
Control 1.86 A2 29.67 Aa 7.77%2  161.0 Ae 42.07 A2 222 Aa
PLAVE 2.55 Aa 32.14 A2 9.44 A2 11104 35.63 A2 28.44 Aab
120 PLA 2.83 Aa 27.08 Aa 8.46 ABa  100.9 AP 31.84 Aab 30 75 Aa
Control 2.29 Aa 23.33 Aa 7.16 Ba 102.8 A2 32.21 Aa 3105 Aa

Value of P* 0.007 0.003 < 0.001 0.002 0.027 0.016

1 Means (n = 7 fish) followed by the same letter do not differ by the Dunn’s-test (P <0.05).
Capital letters in the columns compare treatments in each experimental period, while
lowercase letters evaluate the evolution of each treatment among experimental
periods.

2Sampling Period: 15, 30, 60, and 120 days post-implant (DPI); Treatments: PLA
(polylactic acid), PLAVE (polylactic acid + vitamin E) and control (without implant).

3 MCV-Mean corpuscular volume; MCH-Mean corpuscular hemoglobin; MCHC-Mean
corpuscular hemoglobin.

4 P value by Kruskal-Wallis test.

3.4 Serum biochemical analyzes

In the serum biochemical study (Figure 8), the enzymatic activity did not show
significant changes (p= 0.05) among treatments. Implanted fish with PLAVE showed a
significant increase (p <0.05) in ALT (30 DPI) and total protein (120 DPI) during the
foreign body reaction (Fig 8A; 8D). In fish implanted with PLA significant increase (p
<0.05) in ALT (120 DPI) and ALP (60 DPI) were observed (Fig 8A; 8C). Control fish
(non-implanted) showed increase (p <0.05) in total protein levels at 60 DPI (Fig 8D).
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Figure 8: Means values (x SE) and Kruskal-Wallis! observed in serum biochemical
analyzes of ALT (alanine aminotransferase), AST (aspartate aminotransferase), ALP
(alkaline phosphatase), total protein, and blood glucose of tilapia post-implantation.
Means (n = 7 fish/ treatment/ day sampling) followed by the same letter do not differ by
the Dunn’s test (P <0.05). Lowercase letters compare treatments in each experimental
period, while symbols (* P<0.05; ** P<0.005; *** P<0.001) evaluate the evolution of each
treatment among experimental periods. Sampling Period: 15, 30, 60, and 120 days post-
implant (DPI); Treatments: PLA (polylactic acid), PLAVE (polylactic acid + vitamin E)

and control (without implant).
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4. Discussion

This study was a pioneer in evaluating the biocompatibility (clinical safety) and
biodegradability of poly (lactic acid) (PLA) devices with or without vitamin E implanted
subcutaneously and intraperitoneally in Nile tilapia. Since the histopathological study
of polymer degradation provides important knowledges in the foreign body reaction
evaluation. The determination of hematological and biochemical parameters in the
clinical routine is essential, as they provide important information about the prognosis
of morbid conditions [31] and allows us to assess whether the device implantation was
capable of producing harmful effects to fish.

The interaction of the biomaterial's surface with the tissues triggers the onset of
the inflammatory response, and tissue repair culminates in completion of this process
[7]. Infiltration of mononuclear inflammatory cells and neovascularization were
observed in the subcutaneous tissues and omentum of tilapia at 15 DPI. Fish implanted
with polymer containing vitamin E showed more intense cellular responses and earlier
capsular formation, mainly in implants present in the subcutaneous tissue,
corroborating the findings of Belo et al. [24] who observed a significant increase in the
accumulation of macrophages and giant cell formation in glass coverslips implanted in
the subcutaneous tissue of pacus, Piaractus mesopotamicus, when supplemented with
vitamin E.

The presence of eosinophilic granular cells (EGCs) in both sites of implantation
(IP and SC) is related to persistent inflammatory reactions, and this response has been
reported as a characteristic for the development of fibrous tissue in bony fish [37]. For
Matsuyama and lida [38], the EGC degranulation is associated with the migration of
neutrophils to inflammation sites in Nile tilapia. In addition, tilapia belongs to the order
of perciforms, an evolutionarily advanced class in which Mast cells / EGCs produce
histamine, an important chemotactic agent for macrophages [39].

According to Mayer et al. [40], macrophages play a pivotal role in the foreign
body reaction by favoring the pro-inflammatory microenvironment around the device,
modulating pro-fibrotic growth factors such as TGF-B. Macrophages present in the
inflamed focus are derived from circulating monocytes, and their accumulation in the

device depends on the renewal rate [41]. Tilapia implanted with PLAVE showed an
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increase in the number of circulating monocytes at 60 DPI, suggesting the hypothesis
of vitamin E participation in the kinetics of these cells between blood compartment and
inflamed site.

The acute inflammatory response is triggered by mast cell degranulation,
increasing vascular permeability attracting monocytes, macrophages and neutrophils
inducing the release of ROS [42]. The acute inflammatory response quickly evolves to
a chronic response composed of mononuclear cells in less than fifteen days [11]. An
adverse effect induced by implantation of biomaterial is the exhaustion and depletion
of oxidative resources of granulocytes and neutrophils, due to continuous release
[13;43].

Fibroblasts and thrombocytes also participate in synthesis of granulation tissue
synthesis which will support the capsule formation. Tilapia implanted with PLAVE
showed a correlation between the increase in reactive oxygen species (ROS)
production and the increase in the number of thrombocytes, suggesting the activation
of these cells by this tocopherol and their effective participation in the immune
mechanism of tilapia during chronic inflammation. However, little is known about the
role of these cells in the pathophysiology of the foreign body inflammatory reaction.
Thrombocytes express MHCI and MHCII, being able to process intracellular antigens
and present them to effector cells, in addition to producing immunoregulatory cytokines
and chemokines such as interleukin 1B [44;45;46]. High counts of thrombocytes have
been described in the exudate during acute phase inflammation by different kinds of
stimuli [47;48;49;50;51].

In the later stage of the tilapia's inflammatory reaction, there was an increase in
cellular infiltration internally to the polymer and the occurrence of phagocytosis, these
events were potentiated by the use of vitamin E. According to Anderson et al. [11] and
Franz et al. [13], macrophages activated on the biomaterial surface express IL-13
which is chemoattractive to leukocytes in fish, stimulating the migration and
accumulation of inflammatory cells, in addition to favoring phagocytic activity [52]. The
increase in monocyte and neutrophil counts in SC-PLAVE-implanted tilapia (60 DPI)
occurred concomitantly with the increase in cellular infiltration and phagocytosis in the
polymer, highlighting the importance of this tocopherol in the activation of inflammatory

cells. Dawood et al. [26] fed Nile tilapia with supplemented diets containing vitamin E
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nanoparticles for 8 weeks, resulting in increased gene expression for IL-13 in splenic
and liver cells, and improvements in phagocytic indices. On the other hand, non-
implanted tilapia showed a negative correlation in ROS production and leukocyte
counts, confirming the hypothesis that in fish without inflammatory stimulus their blood
leukocytes were not activated.

The decrease in neovascularization observed after 30 DPI is related to the
resolution phase of the healing process (53;54]. However, the presence of giant foreign
body type cells increased in the inflamed focus 60 and 120 DPI. However, the presence
of phagocytic cells (F4/80+) was observed in the inflamed sites in both implantations
(IP and SC). The role of these cells in the evolution of the chronic inflammatory reaction
is not completely understood. These giant cells participate in the release of pro-
inflammatory agents, which favor the recruitment, accumulation, and activation of new
macrophages, which act in the degradation and absorption of biomaterials
[9;29;34;54]. Phagocytic cells (F4 / 80 +) have been reported in medaka fish used as
a model for inflammation and oxidative stress, describing that positive cells are
activated macrophages [55]. During this experiment, we did not observe the complete
device biodegradation, possibly due to the short analysis period (120 days), since the
time required for PLA biodegradation is estimated to be about 2 years [56].

The release of cytotoxic components damages the surrounding tissue,
prolonging the inflammatory response [13]. Serious damage to tissues, infections, and
foreign materials that constantly signal the activation of macrophages and stimulate
the formation of melanomacrophage centers (MMCs) [57]. Interestingly, macrophages
present in the tilapia's splenic melanomacrophage centers were reactive to the
antibody (F4/80+). Manrique et al. [58] studied the kinetics of splenic MMCs formation
in tilapia after BCG stimulation or glass coverslips implantation in the subcutaneous
tissue. For these authors, the formation of MMCs in tilapia is directly related to the type
of inflammatory stimulus. The application of BCG caused a significant increase in area
and number of MMCs when compared to the foreign body type response. Our results
of polymer implantation in tilapia corroborate the findings of these authors since there
were no significant variations in the number and size of splenic MMCs during the
foreign body reaction when compared to the non-implanted control fish. It has been

discussed the hypothesis that MMCs are sites of humoral adaptive immune response
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in teleost fish, having many structural, cellular, and molecular similarities with the
germinal centers in mammals [59].

There were changes in the composition of MMCs, and tilapia implanted with
polymer containing vitamin E showed an increase in the amount of melanin in the initial
phase at 15 DPI, while in fish implanted with pure PLA this response was late with 120
DPI, suggesting the beneficial participation of this tocopherol in the defense responses
of tilapia. Classified as complex polymers, the melanin absorbs and neutralizes
toxicants, cations, and free radicals, released in the catabolism of fatty acids derived
from cell membrane phagocytosis [60].

Hemosiderin increase in PLAVE-implanted fish in the initial phase (15 DPI)
could be associated with a better immune response, since the accumulation of this
compound may be associated with the catabolism of damaged red cells and as a
protective mechanism in the spleen [57]. This characteristic was observed by Manrique
et al. [36] after inoculation of Nile tilapia with Aeromonas hydrophila, which causes
hemorrhagic septicemia. Lipofucsin is normally observed in close association with
hemosiderin granules [61], which explains its high percentage of this pigment in spleen
MMCs at 120 DPI in fish implanted with PLAVE. This pigment is the result of oxidative
processes and polymerization of polyunsaturated fatty acids [62], and it is associated
with the uptake of red blood cells and leukocytes, effective or apoptotic [63], processes
considered normal in healthy animals.

The results of blood analysis, in conjunction with histopathological studies, allow
us to evaluate the safety of PLA devices for use in Nile tilapia. PLA implants resulted
in decreased MCV (120 DPI) possibly due to electrolyte changes by the stress stimulus
that represented the foreign body inflammatory reaction, and these findings were more
significant in PLAVE implanted fish, corroborating the findings of Belo et al. [25] who
verified microcytosis in vitamin E-supplemented pacus after glass coverslips
implantation in the subcutaneous tissue. Vitamin E conjugated to PLA as a slow-
release vehicle increased the percentage of hematocrit and hemoglobin concentration
(120 DPI), confirming the results of hemosiderin present in splenic MMCs, possibly
associated with a modulation of splenic hematopoietic activity. Nile tilapia
supplemented with vitamin E for 10 weeks showed similar results with increased

hematocrit values [64]. Despite these hematological variations observed in implanted
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fish, they are within the physiological limits for tilapia described by other authors
[65;66].

The serum biochemical study of tilapia did not reveal changes in cytotoxicity and
liver function in implanted fish, with no differences when compared to controls, except
for the serum values of total protein (120 DPI). Initial decrease in ALT enzyme activity
and increase in total protein, blood glucose, and alkaline phosphatase were observed
throughout the study. These findings were more significant in PLAVE-implanted tilapia.
Qiang et al. [27] reported that vitamin E increased the amount of total protein and
decreased serum ALT activity, as noted in our study. The absence of side effects in
hematological and biochemical findings, including the absence of mortality after device
implantation, proves its clinical safety in Nile tilapia in the period studied.

In this context, the biocompatibility and biodegradation of polymers depend on
factors intrinsic to the material itself, such as: shape, size, chemical composition,
sterility, duration of contact, and degradation, in addition to external factors related to
the host species and the implantation site of the device [12;67]. Therefore, the
biocompatibility and biodegradation study of PLA implants in tilapia has demonstrated
clinical safety and excellent evolution of foreign body inflammatory responses during
the period test (i.e 120 DPI), and these findings were significantly enhanced using
vitamin E in the polymer. Our findings are promising, considering the tilapia rearing
period which is eight months and the absence of mortality at 120 DPI, that is, half of
the rearing period leads us to believe that the material presented here can serve as a
basis for future research that seeks to study drugs or vaccines with the objective of

slow and continuous release.
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Capitulo 3 - Resposta imune adaptativa (IgM) de tilapias do Nilo (Oreochromis
niloticus) vacinadas com dispositivo polivalente de Poli(acido
latico) como adjuvante contra Aeromonas hydrophila e

Streptococcus Agalactiae?!

Resumo

Bacterioses por Streptococcus agalactiae (Sta) e Aeromonas hydrophila (Ah) causam
severos prejuizos produtivos e econdmicos no setor aquicola, além de apresentarem
significativa importancia em saude publica. A profilaxia com vacinas representa uma
estratégia importante para 0 manejo sanitario de pisciculturas no controle destas
bacterioses. Neste contexto, objetivou-se avaliar a eficacia vacinal de dispositivos de
PLA contendo vitamina E incorporados com bacterinas de Sta e Ah sonicadas ou nao
sobre a resposta imune adaptativa (IgM) de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus),
bem como avaliar a biocompatibilidade e biodegradacdo do dispositivo apos
implantagdo por via intraperitoneal (IP). Para realizar esse estudo, 120 tilapias machos
(134,96 + 40,319) foram distribuidos aleatoriamente em 4 tanques (n=30) constituindo
guatro tratamentos, sendo dois com PLA contendo bacterinas sonicadas ou nao
(PLASon e PLACon, respectivamente) e dois tratamentos com vacinas liquidas
injetdveis contendo bacterinas sonicadas ou ndo (VacSon e VacCon,
respectivamente). Antes da vacinacédo, 48 peixes (12 por tanque) foram amostrados
para estabelecer os padrdes fisioldgicos para o estudo. Apds o estimulo vacinal, os
peixes foram amostrados, 28, 70, 126 e 182 dias pos-implantacéo e vacinacao (DPIV).
Amostras de sangue foram utilizadas para determinacdo da titulacdo de
imunoglobulina M (IgM), atividade respiratéria de leucocitos (ARL). Estudo
histopatolégico, degradacdo in vivo, microscopia eletrébnica de varredura (MEV) e
FTIR foram realizados 126 e 182 DPIV. A primeira avalicdo (28 DPIV) PLASon revelou
aumento (p<0,05) comparado ao padrdo. Aos 182 DPIV PLASon e VacSon
apresentaram resultados (p<0,05) superiores ao padrdo. ARL revelou PLACon
absorbéancia superior (p<0,05) ao PLASon (28 DPIV) e VacSon em todo o periodo

estudado. A histopatologia PLASon revelou infiltrado celular intenso (182 DPI).

1 Este capitulo corresponde ao artigo cientifico que sera submetido a revista Journal
of Biomedical Materials Research part A
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Fagocitose e crescimento celular intenso foram observados nos dois dispositivos aos
126 e 182 DPI, respectivamente. PLASon apresentou maior perda de peso aos 182
DPI, a analise de MEV revelou irregularidades na superficie dos dois dispositivos apos
182 DPI. A FTIR revelou deslocamento das bandas 1750 e 1450 cm™ aos 182 DPI
diferentemente dos dispositivos PLASon. A resposta imunolédgica por elevacdo na
titulacdo de IgM e a manutencédo principalmente do dispositivo PLASon por periodo
semelhante ao periodo de criacdo da tilapia e degradacdo demonstram que a nossa
formulacao é biocompativel e biodegradavel. Tais fatos nos levam a crer que o PLA
incrementa a resposta imune como adjuvante dos dispositivos vacinais polivalentes

de liberacéo lenta sendo promissores na prevencao de doencas infecciosas.

Palavras-chave: PLA; Biomateriais; Resposta imunoldgica; Imunoglobulina sérica

1. Introducéo

A producéo de peixes de 4gua doce é realizada em todos os estados do Brasil.
Dos 27 estados da federacdo, Rondbnia, Amazonas e Roraima s&o 0s Unicos a nao
produzir tilapias [1]. De acordo com dados obtidos no portal sidra do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica, IBGE [1], a produ¢do somente de tilapias no Brasil em 2020
foi de 343.595 toneladas um aumento na producdo de 6,13% em relacdo ao ano
anterior. Em valores monetérios a producéo de pescado faturou 5,96 bilh6es sendo a
tilapicultura responsavel por 2,30 bilh&es (38,6% do faturamento).

Nesse cendrio de criacdo, doencas causadas por bactérias causam grande
prejuizo econdémico estimado em 84 milhdes de dolares por ano [2] dentre os agentes
bacterianos destacam-se o Streptococcus agalactiae (Sta) e Aeromonas hydrophila
(Ah) [3;4]. Além disso, a Ah € associada a doencas em humanos por disseminagao
pela agua ou alimentos contaminados [5].

A prevencao de doengas utilizando a vacinagé@o no setor aquicola é o método
mais adequado para o controle de patégenos. Entretanto, vacinas inativadas as quais
utilizam patdgenos mortos ou subunidades sdo consideras fracamente imunogénicas
[6]. Vacinas polivalentes contra Sta e Ah por imersdo produziram anticorpos

especificos para os agentes patologicos avaliados por 21 dias [7] e 100 dias [8].
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Porém, os resultados de sobrevivéncia sdo variaveis entre os estudos. Assim, 0s
adjuvantes sdo necessarios e sao utilizados para aumentar a poténcia e a longevidade
das respostas imunes especificas podendo até ser 100% protetoras contra certos
patégenos [6; 9].

Na busca por vacinas cada vez mais efetiva indmeros adjuvantes séo testados
buscando melhora imunoldgica [10]. Um importante aspecto da resposta imune do
peixe contra o adjuvante € o reconhecimento dos patdégenos por meio de padrdes
moleculares associados a patdgenos (PMAPs) conservados, dos receptores de
reconhecimento padrdo (RRPs) e receptores Toll Like (TLRs) [6]. Nesse universo o
Poli(acido latico) (PLA) se enquadra nesses requisitos pois, apds sua implantacéo
este biomaterial é reconhecido por macrofagos por meio de RRPs e receptores
semelhantes aos TLRs. Diante dessa estimulacdo classica, os macréfagos secretam
citocinas inflamatérias e espécies de oxigénio reativo (EROSs), parte essencial da
defesa do hospedeiro [11].

A incorporacdo de componentes biolégicos a dispositivos de PLA como a
vitamina E (VitE) pode ser vantajoso, pois melhora a resposta imune observada pelo
aumento pontos de fagocitose e incrementa a capacidade fagocitica de tilapias do Nilo
apos a implantagdo por via intraperitoneal (IP) e subcutdnea (SC) [12]. Esse
incremento na capacidade fagocitica se da pela fusdo de macréfagos e formacédo de
células gigantes de corpo estranho (CGEC) [13]. Ademais, o enriquecimento do PLA
com VitE melhora a hemocompatibilidade e biocompatibilidade [14].

Revisado por Nayak [10] microparticulas ou microesferas de PLA com
diferentes partes de Aeromonas hydrophila produzem 60% de protecao vacinal em
carpas rohu (Labeo rohita). Quando incorporado somente antigeno proteico da
membrana externa ao PLA a protecao é de 80%. A inoculacdo do antigeno proteico
da membrana produz uma protecéo de 65%. O autor conclui que apesar do sucesso
nos estudos experimentais com adjuvantes de micro e nanoparticulas nao ha vacinas
disponiveis contra varias doencas (polivalentes).

Diante do exposto, os dados mostram o potencial do PLA como veiculo vacinal
e a capacidade de induzir uma resposta imune mais potente. Assim, objetivou-se
acrescentar bacterinas de Aeromonas hydrophila e Streptococcus Agalatiae

sonicados ou ndo em PLA incorporados com vitamina E como dispositivos vacinais
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polivalentes avaliando a resposta imunoldgica (IgM), biocompatibilidade e

biodegradacéo apos implantacdo por via intraperitoneal em tilapias do Nilo.

2. Materiais e Métodos

2.1 Animais e desenho experimental

Para realizar este estudo, 120 tilapias machos (134,96 + 40,31q), da fazenda
Aquabel (Porto Ferreira, SP, Brasil) e pertencentes a mesma desova, foram
distribuidos aleatoriamente em 4 tanques (1000 L de agua, n = 30 peixes cada) com
sistema de recirculacdo a uma vazdo de 5 L.min?, realizando os seguintes
tratamentos: PLACon (PLA + VitE + bacterinas Sta e Ah); PLASon (PLA + VitE +
bacterinas Sta e Ah sonicada); VacCon (adjuvante + bacterinas Sta e Ah); VacSon
(adjuvante + bacterinas Sta e Ah sonicada). Os peixes foram criados neste sistema
por dois meses antes de iniciar o estudo com a implantacéo dos dispositivos vacinais
ou receberem a vacina. Os peixes foram alimentados com 2% de biomassa com racéo
comercial (Nutripiscis® - Neovia Company, 28% GP e 4000 kcal de GE kg™). Os
parametros de qualidade da dgua foram determinados diariamente utilizando pHmetro
com condutivimetro (modelo YSI-63) e oximetro (modelo YSI-55), e seus valores
permaneceram dentro da faixa adequada para o conforto de peixes tropicais [15]
(oxigénio dissolvido = 4,00 + 0,80 mg L*; temperatura = 26,87 + 2,15 °C; pH = 7,61 +
0,64; e condutividade = 206,23 + 95,59 uS/cm). Esta pesquisa foi aprovada pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual Paulista, FCAV-UNESP,
protocolo n°® 08361/19.

2.2 Dispositivo vacinais de poli(acido latico) e vacina

Os dispositivos de poli(acido latico) (PLA) e as vacinas foram preparados em
guatro formulacdes: PLA mais vitamina E (VitE) mais bacterinas (PLACon); PLA mais
VitE mais bacterinas sonicada (PLASon); vacina liquida mais bacterinas (VacCon);
vacina liquida mais bacterinas sonicada (VacSon). Basicamente, 500 mg de poli(acido
latico) (grau PLA: Ingeo 3251D, fabricado pela NatureWorks Co., Ltd) foram dissolvido
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em diclorometano (DCM ) agitando por 20 minutos. A vitamina E foi adicionada as
duas solucdes de PLA dissolvido (PLACon e PLASon) [16].

Para solucdo no PLA tanto as bacterinas (Ah e Sta) quanto as bacterinas
sonicadas (Ah e Sta) foram misturadas (em dois tubos diferentes) e centrifugadas
6000 x g por 20 min a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspendido em 500 microlitros (uL) de DCM (solucéo final 1:3) e incorporados as
misturas de PLA + VitE (PLACon e PLASon) e agitados por 10 minutos. Assim,
PLACon ou PLASon foram colocados em capilares de vidro mantidos a temperatura
ambiente durante quatro dias para secagem. Os dispositivos foram retirados dos
capilares e seccionados com um centimetro (cm™) de comprimento (patente nimero
BR 10 2020 026197 5). Cada dispositivo de 1 cm™ apresentava concentracéo de 4,6
x 108 UFC de Sta e 4,6 x 108 UFC de Ah.

Para producdo das vacinas liquidas as bacterinas (sonicadas ou n&do) foram
misturadas (Ah e Sta) como descrito anteriormente e emulsificadas a 15% com
adjuvante comercial Montanide™ Gel 02 (Seppic Brasil EQCI Ltda) de acordo com
fabricante, obtendo uma concentracédo de 4,6 x 10 UCF de Sta e 4,6 x 108 UCF de
Ah igualmente descrito para os dispositivos vacinais.

2.3 Preparacdao do inoculo bacteriano

A bacterina produzida com cepa de Aeromonas hydrophila (depositada no
NCBI GenBank sob o numero de acesso — NR 042155.1) isolada a partir de peixes
infectados naturalmente [17]. A cepa de Ah foi cultivada em caldo de soja triptona
(TSB) por 24 h a 28°C. A massa bacteriana foi obtida por centrifugacao (6000 x g por
20 min, a 4°C) apos trés lavagens sucessivas com solugcdo de PBS estéril (pH 7,2)
para remocao completa do meio de cultura. O sedimento bacteriano foi ressuspenso
em PBS (solucédo salina tamponada com fosfato) até a concentracéo de 1,0 x 10°
UFC/mL™.

Da mesma forma a bacterina produzida com cepas de Streptococcus
Agalactiae (ATCC 13813) fornecidos pelo Laboratério de Microbiologia Veterinaria
FCAV-UNESP. A cepa de Sta foi cultivada em meio Brain Heart Infusion (BHI) (Difco,
Detroit, MI, USA) a 28°C por 48 h. A obtencdo da massa bacteriana foi obtida por
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mesma metodologia aplicada a Ah. O sedimento bacteriano foi ressuspenso em PBS
(solucéo salina tamponada com fosfato) até a concentragédo de 1,0 x 107 UFC/mL™.
A inativacao foi realizada com formalina a 1% (v:v) a 4°C durante a noite [18]. As
bactérias inativadas foram novamente centrifugadas a 6000xg por 20 min a 4°C e
lavadas trés vezes com solugdo de PBS estéril (pH 7,2) para remo¢do completa da
formalina a ser ressuspensa novamente em PBS.

Parte da bacterina produzida, ao final do processo de lavagem para retirada da
formalina foi ressuspendida em solugcdo de NaCl 0,85% e sonicadas trés vezes por 30
segundos na poténcia de 150W, em sonicador Sonifer (Branson®). ApOs 0 processo
de sonicacao realizou-se novamente centrifugacdo a 6000xg por 20 min a 4°C, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em solucédo de PBS estéril

(pH 7,2) estocadas até o uso.

2.4 Implantacéo e vacinacao

Antes da implantacdo e vacinagdo, os dispositivos foram imersos em etanol
70% por uma hora e secos em estufa [19; 20]. Em seguida, os peixes foram
anestesiados por imersdo em solugcédo aquosa de benzocaina 1:10.000 (v:v) (Sigma
Chemical Co., St. Louis, Missouri 63178, EUA), e utilizando um aplicador AnimalTag®
comercial, 1 dispositivo foi implantado intraperitonealmente (IP) por peixe (PLACon ou
PLASon). A vacina foi aplicada por via IP na dose de 0,5 mL™! por peixe.

2.5 Coleta de sangue

Os peixes foram anestesiados, vide item 2.4, para obtencdo de amostras de
sangue do vaso caudal. Antes da implantacdo e vacinacao (dia 0) foram realizadas
coletas de 12 peixes (n =12/ por tanque) aleatoriamente totalizando 48 amostras para
compor o padrdo. Apdés implantacdo e vacinacao (DPIV), doze peixes (n = 12) por
tanque eram pescados aleatoriamente nos dias 28 e nos dias 70, 126, 182 (n = 12
peixes / tanque foram pescados aleatoriamente). Para a coleta de amostras de
sangue, utilizando-se dois conjuntos de agulha e seringa um revestido com heparina

de litio e outro sem anticoagulante para obtencdo do plasma e amostras de soro,
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respectivamente. Nos 126 e 182 DPIV ap0s a coleta de sangue, 7 peixes (n =7 /
tanque) por grupo (PLACon; PLASon; VacCon; VacSon) foram eutanasiados por

exposicao prolongada a solucéo hidroalcodlica de benzocaina 1:500 (v:v).

2.6 Atividade respiratoria de leucécitos (ensaio de NBT)

A atividade respiratéria de leucdcitos foi mensurada de acordo com Farias et
al. [21]. Para isso, 100 pyL de sangue heparinizado foi misturado com 100 pL de uma
solugcéo tamponada com NBT a 0,2% (NBT-nitroblue tetrazolium, Sigma, St. Louis,
MO, EUA). Esta solucéo foi homogeneizada e incubada em sala escura por 30 min a
25°C. Apos a incubagdo, 50 upL da solugdo foi adicionado a 1 mL de n,n-
dimetilformamida (DMF, Sigma, St. Louis, MO, EUA) e centrifugado a 3000 g por 5
min. A densidade 6ptica do sobrenadante foi medida usando um espectrofotébmetro

(Beckman DU-70S) com comprimento de onda de 540 nm.

2.7 Elisaindireto para determinacéo da concentracao sérica de anticorpos
(IgM)

Para quantificar/detectar os anticorpos seéricos especificos para Aeromonas
hydrophila e Streptococcus agalactiae, primeiramente metade da placa foi
sensibilizada (Coat) com ambas as bactérias (Ah e Sta) na concentracdo 1x10% UFC
diluidas em tamp&o carbonato de sédio (pH 9,6), concentracdo 1/1000, colocando-se
100uL/poco over night a 4°C. Em seguida, foi realizado trés lavagens da placa inteira
com solucdo de Tween 20 (0,05%) diluida em PBS pH 7,2 — 7,4 (300 pL/poco). Para
0 bloqueio utilizou-se solu¢do de BSA (1%) — sacarose (5%) diluido em PBS (200
HL/poco) por uma hora a 37°C. Ato continuo, foi realizado quatro lavagens com
solucdo de Tween 20 (0,05%) diluida em PBS pH 7,2 — 7,4 (300 pL/poco) e,
posteriormente pipetagem das amostras dos peixes imunizados.

Para isso, as amostras de soro foram diluidas em solucdo de BSA (1%) em
PBS/Tween 20 (0,05%) a razdo de 1:10, utilizando 100 pL/poc¢o por duas horas em
37°C. Em seguida, foi realizado quatro lavagens das placas com Tween 20 (0,05%)

diluida em PBS pH 7,2 — 7,4 (300 pL/poco). O primeiro anticorpo anti-tilapia (IgG
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produzida em coelhos anti-IgM Tilapia) foi diluido em BSA (1%) em PBS/Tween 20
(0,05%) razao 1:1000 adicionado 100 pL/poco, mantido por uma hora em 37°C. Apos
esse periodo, foi realizado quatro lavagens da placa em Tween 20 (0,05%) em PBS
pH 7,2 — 7,4 (300 pL/poco).

Diluido 1:2000 em solug&o de BSA (1%)/Tween 20 (0,05%) em PBS o anticorpo
conjugado anti-coelho peroxidase (Sigma-Aldrich®; Merk, Darmstadtm Alemanha) foi
pipetado 100 pL/poco mantendo-o por uma hora a 37°C. Continuamente, foi realizado
guatro lavagens nas placas empregando diluicdo de Tween 20 (0,05%) em PBS pH
7,2 — 7,4 (300 pL/pogo). Em seguida foi adicionado substrato (100 pL/pogo) de
tetrametilbenzidina (TMB), mantido por 25 minutos no escuro. Para a revelacéo, foi
adicionado 50 pL/poco de &cido sulfarico (H2S0O4) a 30% e, realizada a leitura em
densidade o6ptica (D.O.) 450 nm.

2.8 Estudo Histopatoldgico

Os dispositivos implantados IP foram coletados com 0 omento e amostras de
omento dos peixes vacinados (VacCon e VacSon) foram retirados para analise 126 e
182 dias pdés-implantacdo e vacinacao (DPIV). Para tanto, amostras dos implantes
poliméricos e omento foram fixadas em solucdo de paraformoldeido 4%, diafanizadas
em seérie crescente de alcool, clarificadas em xilol e incluidas em parafina. Secc¢des
de 5um foram corados com hematoxilina e eosina (H&E). As laminas foram
digitalizadas utilizando camera Bx61VS (Olympus Corporation, Téquio, Japao) com
ampliacdo de 400x, acoplado a um microscopio Olympus VS120 Virtual Microscope
Slide Scanning System (VS120-S5) Toquio, Japao. Para avaliacao histopatoldgica e
registro fotomicroscopico foi utilizado software OlyVIA 3.2, Olympus. Um patologista
experiente realizou analises histopatoldgicas de forma cega e os achados histolégicos
relacionados aos implantes poliméricos e ao omento foram classificados
semiquantitativamente por meio de um escore numérico: 1l-reacdo leve, 2-reacéo
moderada, 3-reacédo intensa e 4-reacdo grave, de acordo com 0s critérios propostos

por De Jong et al. [22].
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2.9 Caracterizacao dos dispositivos
2.9.1 Estudo de degradacéo in vivo

Para isso, as massas dos dispositivos PLACon (n=10) e PLASon (n=10) foram
medidas antes de serem implantados. Durante o ultimo periodo amostral estabelecido
(182 DPI), os implantes foram recuperados (n=3 por grupo; PLACon ou PLASoN)
lavados trés vezes com agua destilada, secos a 35°C por 12 horas e pesados. A perda

de peso dos implantes foi estimada pela seguinte Equagao:

Perda de massa (%) = Pi- Pf | 19
Pi

Pi = massa inicial antes da implantacao

Pf = massa final 182 dias pés-implantacéo

2.9.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Por meio de MEV analisou-se a morfologia dos dispositivos. Amostras nao
implantadas de PLACon e PLASon foram criofraturadas ap6s imersao em nitrogénio
liquido por 6 segundos. Os polimeros degradados in vivo (n=3 por grupo; PLACon ou
PLASon) foram processado manualmente por imersdo em nitrogénio liquido, secos
em estufa a 35 ° C por 12 h, pulverizados por ouro sob vacuo. A superficie foi
analisada utilizando um Zeiss EVO MA10 (Zeiss, Oberkochen, GER) regulado em 7,32
kV [23].

2.9.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

As analises de FTIR foram realizadas em equipamento Perkin Elmer, modelo
Spetrum 100, equipado com um acessorio de reflectancia atenuada com cristal de

seleneto de zinco. As analises foram realizadas com niimeros de onda variando entre



64

4000 e 600 cm™ com 16 varreduras e resolucdo de 4 cm™ no modo de reflectancia
total atenuada (ATR). Antes de se iniciar os ensaios, foi realizado o background de
leitura da maguina com os mesmos parametros adotados para ensaio. A amostras
dos dispositivos PLACon e PLASon coletados 126 e 182 DPI foram triturados até que
ficassem sob forma de p6. A temperatura ambiente, o p6 compactado foi colocado

diretamente sobre o cristal com aplicacao de forca de aproximadamente 50 N.

2.10 Anédlise estatistica

As variaveis categoricas foram testadas quanto a normalidade pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. Um modelo linear incluindo efeitos fixos para tratamento e
interacdo tratamento-tempo para implante e vacinacdo foram realizados. As
diferencgas entre os tratamentos foram determinadas pelo teste de Kruskal-Wallis. As
analises foram realizadas no progrma Sigma-Plot, versdo 12.0. Diferencas

significativas (p < 0,05) foram estimadas com base no teste de Dunn’s.

3. Resultados

3.1 Concentracéo sérica de imunoglobulina M (IgM)

A Figura 1 revela a dosagem sérica de IgM de tildpias do Nilo antes da
implantacdo e vacinacéo (padréo, dia 0) e apds 28, 70, 126 e 182 DPIV. A dosagem
de IgM pés-implantacdo e vacinacao (28, 70, 126 e 182) ndo apresentaram diferenca
estatistica (p>0,05) entre os grupos (PLASon, PLACon, VacCon e VacSon). A primeira
avaliacdo 28 dias pos-implantacéo e vacinacéao (DPIV) revelou valores de IgM (contra
Ah e Sta) estatisticamente superiores (p<0,05) no grupo implantado com PLA + VitE
e bactérias sonicadas (PLASon) comparado ao padréo inicial do experimento (dia 0).
No mesmo periodo os grupos PLACon, VacCon e VacSon apresentaram aumento na
concentracdo de IgM, porém, sem diferenca estatistica (p>0,05) comparado ao padréo
(Figura 1). Ao longo do periodo experimental de 70 e 126 DPIV, os grupos
apresentaram aumentos significativos (p<0,05) nas dosagens de IgM comparados ao

padréo. Interessante notar que os VacCon e PLACon apresentaram reducao
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significativa (p<0,05) aos 182 DPVI comparado aos 70 e 126 DPIV néao diferindo
estatisticamente do padrdo. No mesmo periodo (182 DPIV) os grupos utilizando a
bacterinas sonicadas (PLASon e VacSon) tiveram concentracbes de IgM

estatisticamente superiores (p<0,05) ao padréo.
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Figura 1. Valores médios (x Erro Padréo) da concentracdo sérica de imunoglobulinas
M (IgM) contra Aeromonas hydrophila e Streptococcus agalactiae observados em soro
de tildpias poés-implantacdo e vacinacdo. Medias avaliadas por Kruskal-Wallis
seguidos da mesma letra ndo diferem no teste de Dunn’s (p<0,05). Letras maiusculas
comparam cada tratamento ao longo do tempo experimental. Periodo de amostragem:
0 (padréo, n = 12 peixes por tanque; total = 48 peixes), 28 (n = 12 peixes por tanque),
70, 126, 182 (n = 24 peixes por tanque por periodo amostrado) DPIV. Tratamentos:
PLACon [poli(acido lactico) + VitE + bacterinas]; PLASon [poli(acido lactico + VitE +
bacterinas sonicadas]; VacCon [15% de adjuvante + bacterinas]; VacSon [15%
adjuvante + bacterinas sonicadas].

3.2 Atividade respiratoria de leucécitos

A atividade respiratoria de leucécitos (Figura 2) revelou aumento significativo
(p<0,05) do grupo PLACon comparados aos grupos PLASon e VacSon (28 DPIV) e
ao VacCon (126 DPIV). Durante todo periodo estudado a diferenca significativa

(p<0,05) entre PLACon e VacSon se manteve. As tilapias implantadas com PLASon
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apresentaram aumento significativo (p<0,05) comparado ao VacSon 70 e 182 DPIV.
Ao longo do experimento, os grupos PLACon e PLASon apresentaram aumento
significativo (P<0,05) aos 70 DPIV quando comparados a 28 DPIV, se mantendo por
todo o periodo experimental. Os peixes vacinados com bacterinas (VacCon)
presentaram maior atividade respiratdria (p<0,05) aos 182 DPIV comparado aos 28 e
70 DPIV.

1.50+

1.25+
1.00+
0.75
0.501

0.251

Absorbancia (546 nm)

0.00-

28 70 126 182
Dias pés-implantagao e implantagao
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Figura 2. Valores médios (= Erro Padréo) da atividade respiratoria de leucocitos
observados em soro de tilapias pos-implantacdo e vacinacdo. Médias avaliadas por
Kruskal-Wallis seguidos da mesma letra ndo diferem no teste de Dunn’s (p<0,05).
Letras mailsculas comparam cada tratamento ao longo do tempo experimental. Letras
minusculas comparam os tratamentos em cada periodo. Periodo de amostragem: O
(padrao, linha pontilhada; n = 12 peixes por tanque; total = 48 peixes), 28 (n = 12
peixes por tanque), 70, 126, 182 (n = 24 peixes por tanque por periodo amostrado)
DPIV. Tratamentos: PLACon [poli(acido lactico) + VitE + bacterinas]; PLASon
[poli(Acido lactico) + VitE + bacterinas sonicadas]; VacCon [15% de adjuvante +
bacterinas]; VacSon [15% adjuvante + bacterinas sonicadas].

Interessante ressaltar que na analise de correlacdo entre a atividade
respiratoria de leucécitos e valores absolutos de imunoglobulinas (IgM) apresentados
na Tabela 1, os grupos PLACon e VacSon apresentaram resultados significativos
negativos de 66,4% e 75,1% (p<0,001), respectivamente aos 182 DPIV.
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Tabela 1. Andlise de correlacdo entre os valores de atividade respiratéria de

leucécitos e os valores de absorbancia de imunoglobulinas de tilapias poés-

implantacdo e pds-vacinacgao.

Parametros Periodo Analise de Correlacédo
Grupos?
Correlaciodos? Experimental® p4 Prob > |p|*
28 0,217 0,484
70 0,321 0,220
PLACon
126 0,573 0,006
182 -0,664 <0,001
28 0,315 0,306
70 0,313 0,176
Valores de PLASon
126 -0,268 0,213
absorbancia
182 0,066 0,766
X
28 0,182 0,557
Atividade Respiratoria
70 0,048 0,836
de Leucdcitos VacCon
126 0,348 0,120
182 -0,202 0,426
28 0,091 0,766
70 0,245 0,245
VacSon
126 0,069 0,755
182 -0,751 <0,001

1 Imunoglobulinas = valores absolutos de absorbancia; Atividade de explosdo
respiratoria (ensaios NBT).
2 Correlacéo entre os peixes dentro de cada tratamento.
Todos os tratamentos contém Aeromonas Hydrophila + Streptococcus Agalactiae.

PLACon [poli(4cido lactico) + Vitamina E + bacterinas; n=84].

PLASon [poli(acido lactico + Vitamina E + bacterinas sonicadas; n=84].
VacCon [bacterinas + adjuvante comercial 15%; n=84].

VacSon [bacterinas sonicadas + adjuvante comercial 15%; n=84].

3 Dias pos-implantacéo e p6s-vacinacao.
4 p = Coeficiente de Correlagdo de Spearman; Prob.> |p| — Probabilidade de
significancia do valor p.
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3.3 Caracterizacao dos dispositivos

3.3.1 Histopatologia

A avaliacdo histopatolégica 126 e 182 dias pOs-implantacdo (DPI)
representadas na figura 3 associada a classificacédo por escores de pontuacéo (Figura
4) representados em mapa de calor (“heatmap”) auxiliam na avaliagao dos resultados
pois, o gradiente de branco e azul analisa o contraste de escores (intensidade da
reagdo) em que branca indica resposta minima ou ausente e a cor azul, uma reacao
mais exacerbada.

A primeira avaliacdo 126 DPI revelou capsula fibrotica moderada no grupo
PLASon em torno do dispositivo (Fig. 4A). Macréfagos pavimentados ao longo da
capsula fibrotica e em projecdes teciduais no dispositivo foram observados nos grupos
PLASon e PLACon aos 126 e 182 DPI (Fig 3A, C, E, G). As tilapias implantadas com
PLASon apresentaram infiltrado celular moderado (126 DPI) e intenso (182 DPI), ja
0s peixes que receberam o PLACon apresentaram infiltrado moderado aos 182 DPI
(Fig 4B). Células granulociticas eosinofilicas e melanomacréfagos no omento e
capsula fibrética foram visualizados principalmente ao entorno de pontos de
fagocitose no PLASon (Fig 3B, C, D) e PLACon (Fig, F). Em alguns pontos essas
células estavam aglomeradas no omento 126 DPI (Fig 3A) e na cdpsula 182 DPI (Fig
3C) nas implantac6es de dispositivos PLASon nas tilapias.
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PLASon PLACon VacSon VacCon

%
*

126 DPI

182 DPI

Figura 3. Fotomicrografias de PLASon, PLACon, VacSon e VacCon implantados e
inoculados por via intraperitoneal em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) corados
com hematoxilina-eosina (H&E). (A) PLASon apresentando infiltrado mononuclear
inflamatério difuso no omento adjacente a capsula fibrética (ca) em uma parte
polimérica desprendida do dispositivo (dp) implantado, células granulociticas
eosinofilicas ao redor da capsula (setas pretas), crescimento celular dentro do
dispositivo (cabeca de seta) e pontos de fagocitose (*) com células gigantes de corpo
estranho (CGCE) no tecido adiposo do omento (ta) (barra = 200 um). (E) PLACon com
intenso crescimento celular dentro do dispositivo (dp) formando ponte entre as
capsulas fibroticas iniciais (ca), pontos de fagocitose com CGCE (*) no tecido adiposo
do omento (ta) e dentro do dispositivo implantado e melanomacro6fagos entorno (setas
pretas) (barra = 200 um ). (B) PLASon e (F) PLACon apresentando pontos de
fagocitose (*) com melanomacrofagos no interior das CGCE (setas finas), células
granulociticas eosinofilicas degranuladas (cabeca de seta) e células granulociticas
eosinofilicas entorno das CGCE (B e F; barra =20 um ). (I - J) VacSon e (N - O)
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VacCon tecido adiposo (ta) do omento com células granulociticas eosinofilicas e
macrofagos (setas pretas) (I e N; barra = 50 um; J e O; barra = 10 um). (C insete)
PLASoNn apresentando grande quantidade de pontos de fagocitose CGCE no omento
préximo a cdpsula (ca) e ao dispositivo implantado (dp) (barra = 200 um). (C) Capsula
fibrética (ca) com trés pontos de fagocitose (*) grande quantidade de
melanomacréfagos entorno das CGCE e no interior destas células (setas pretas),
projecdes teciduais e crescimento celular (cabeca de seta) no dispositivo (dp) (barra
=50 um). (G) PLACon apresentando moderado infiltrado inflamatério mononuclear e
ponto de fagocitose (*) na capsula fibrotica (ca), projecao tecidual (cabeca de seta) e
crescimento celular no dispositivo (dp) (barra = 50 um). (D) PLASon células gigantes
de corpo estranho fagocitando partes do dispositivo (*) no tecido adiposo do omento
(ta) com melanomacrofagos no interior (setas pretas) (barra = 20 um). (H) PLACon
intenso crescimento celular (cc) e células inflamatérias (setas pretas) no interior do
dispositivo (dp) (barra = 20 um). (L — M) VacSon e (P — Q) VacCon tecido adiposo do
omento (ta) com poucas células granulociticas eosinofilicas (setas pretas) (L e P; barra
=50 um; M e Q; barra = 10 um).

Verificou-se células gigantes de corpo estranho (CGCE) em maior intensidade
nos dois dispositivos implantados 126 DPI (Fig 4C), fagocitando pequenos pedacos
do dispositivo presentes dentro destas células no PLASon (Fig 3A, B) e PLACon (Fig
3E, F). Além disso, melanomacréfagos foram visualizados no interior das CGCE nos
dois periodos avaliados nos dispositivos (Fig 3B, F, C, D), ainda, células granulociticas
eosinofilicas degranuladas e ndo degranuladas estdo presentes fora das CGCE.
Pontos de fagocitose aglomerados foram observados no omento (Fig 3C, insete) e
grande quantidade melanomacréfagos na cdpsula fibrética aos 182 DPI em implantes
de PLASonN.

O crescimento celular no dispositivo foi mais intenso aos 182 DPI (Fig 4D),
grande quantidade de células e tecido foram observados, a figura 3E mostra formacéo
de capsula dentro do polimero gerando uma ponte celular entre os dois extremos do
dispositivo. Os peixes vacinados com adjuvantes comerciais VacSon e VacCon, nao

apresentaram nenhuma reacdo no omento nos dois momentos analisados (3I, N, J,
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O, L, P, M, O) foi possivel visualizar células granulociticas eosinofilicas no tecido

adiposo e poucos macroéfagos.
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Figura 4. Mapa de calor (Heatmap) dos escores de resposta tecidual 126 e 182 dias
poés-implantagdo (DPI) por via intraperitoneal em tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus). A intensidade do grau de cor (gradiente de cor) representa a severidade do
escore, em que o azul mais escuro (intenso) significou uma reacao tecidual mais
acentuada (A, B, C e D). O agrupamento no nivel de dias pos-implantagéo (DPI) foi
construida na parte inferior e as reacdes teciduais dos grupos avaliados foram
construidas no lado esquerdo, mostrando a relacéo entre os pontos de tempo (DPI) e
a analise histopatoldgica. A reacéao tecidual inflamatdria caracteristica ao implante foi
classificada semiquantitativamente por escores [12; 21; 22]. 1- reacéo leve; 2- reacéo
moderada; 3- reacdo intensa; 4- reacéo grave. Coloracdo hematoxilina-eosina (H&E).
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3.3.2 Estudo de degradacgéo in vivo

Os dispositivos recuperados e pesados ap0s o periodo experimental de 182
dias pos-implantacdo demonstraram massas diferentes (Figura 5). Os dispositivos
produzidos com bacterinas sonicadas apresentaram perda de massa média de 9,64%.
Em contrapartida, os dispositivos produzidos com bacterinas apresentaram ganho de

massa médio de 5,62%.
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-o- PLACon
- PLASon

Perda de peso (%)

'10 T T
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Dias pés-implantacao
Figura 5. Valores médios (+ Erro Padréo) do estudo de degradacao in vivo obtidos
antes da implantacdo (n=10) e 182 dias po6s-implantagdo (DPI) (n = 3 dispositivos
coletados aleatoriamente). Tratamentos: PLACon [poli(acido lactico) + VitE +

bacterinas]; PLASon [poli(acido lactico) + VitE + bacterinas sonicadas].

3.3.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As Figuras 6A e 6B exibem os dispositivos antes da implantacdo com
morfologia densa sem poros. As micrografias eletronicas de superficie do PLA
produzido com bacterinas (PLACon) e do PLA produzido com bacterinas sonicadas

(PLASonN) expostas a degradacédo in vivo, implantadas via IP apresentaram mais
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irregularidades apés 182 dias do que no inicio do teste. A figura 6D apresenta mais
irregularidade na superficie sugerindo degradacdo. Além disso, em ambos o0s
dispositivos (Fig 6C e D) pode-se observar artefato circular aderido ao material. Na
micrografia 6D (inset) € possivel observar que esses artefatos estdo aderidos em
depressdes na superficie sugerindo células fagociticas aderidas ao material

polimérico.
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Figura 6. Micrografias eletrénicas de PLACon [poli(acido lactico + VitE + bacterinas]
e PLASon [poli(acido lactico) + VitE + bacterinas sonicadas] ndo implantados e 182
dias pos-implantagéo (DPI). (A) e (B) antes da implantagao (A e B; barra = 20 um; A
e B insete barra = 10 ym). (C) artefato circular aderido a superficie do dispositivo
PLACon (seta branca) 182 DPI (C; bara = 20 ym; C insete; barra = 10 ym) e (D)
superficie do dispositivo PLASon 182 DPI. (D inset) superficie do PLASon com
artefatos aderidos a depressoes (cabeca de seta) 182 DPI (C e D; bara =20 ym; C e

D insete barra = 10 pm).
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3.3.4 Espectroscopia de Infravermelha com Transformada de Fourier
(FTIR)

As bandas de absorcdo entre 3500 e 3330 cm™ estdo relacionadas as
deformacdes axiais de grupos hidroxila (OH). E possivel notar nesse espectro uma
deformacéo nos dispositivos implantados por 126 e 182 dias, sugerindo a formacéao
de ligacdes de hidrogénio deslocando a banda de absor¢cao e deformagéo axial de OH
para um numero de onda mais baixo (Figura 7A). Ainda, as bandas de 2945 cm™ a
2860 cm? referentes aos grupos metila (CH2) deformadas principalmente nos
materiais implantados estdo relacionados a deformacdes vibracionais presentes em
cadeias poliméricas (Figura 7A).

A figura 7B mostra as absorcdes das bandas (1750 cm™) de carbonila (C=0)
no polimero puro, com adicdo apenas de vitamina E. Igualmente, o dispositivo
PLACon 126 DPI também apresenta esse deslocamento. J& os dispositivos PLASon
e PLACon implantados 126 e 182 DPI apresentam deformacdes axiais para 1650 cm-
1e 1550 cm™. Em 1450 e 1358 cm ha absorcédo dos grupos metila (CHz), interessante
gue apenas o dispositivo PLACon implantado por 182 dias apresenta essa deflexao
em 1450 cm™. Dentro desta mesma faixa de absorcdo, ha uma deformacéo axial
(1450 para 1400 cmt) do PLASon implantado por 126 DPVI.
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Figura 7. Espectros no infravermelho dos dispositivos de Poli(acido Latico) (PLA)
acrescidos de vitamina E contendo bacterinas ou bacterinas sonicadas (PLACon e
PLASonN) implantados por 126 e 182 dias ou ndo, PLA acrescido com vitamina E (PLA
+ VE) e PLA puro. (A) Espectros na faixa de 3800 a 1250 cm™ e (B) espectros na faixa
de 1800 a 1250 cm™. As linhas guias sinalizam os grupamentos quimicos relacionados

as bandas de absorcédo correspondentes no eixo x.

4. Discussao

Este estudo avaliou a resposta imunologica de tilapias do Nilo implantadas por
via intraperitoneal (IP) com dispositivo de PLA como adjuvante incorporado com
vitamina E e bacterinas de Aeromonas Hydrophila e Streptococcus Agalatiae, bem
como, avaliou a biocompatibilidade e biodegradacdo dos dispositivos de PLA apos
182 dias pés-implantacdo. Em estudo recente, Conde et al. [12] comprovaram a
biosseguranca, biocompatibilidade e biodegradacdo dos dispositivos de PLA
acrescidos ou ndo com vitamina E implantados em tilapias do Nilo por via IP e
subcutanea (SC).

Tendo em vista que o Poli (acido latico) é extensamente pesquisado como
adjuvante vacinal ou transportador de antigenos sob a forma de nanoparticulas e
microparticulas carreando toxina tetanica [24], toxina diftérica [25], hepatite B [26] e
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HIV [27; 28; 29], buscou-se utilizar metodologia diferente em que apds a emulséo
agua/dleo/agua produz-se as nano ou microparticulas.

A obtencdo de um dispositivo de liberacdo lenta de antigenos polivalente, ou
seja, que alberga dois agentes infecciosos (Aeromonas hydrophila e Streptococcus
agalatiae) aplicado rapidamente por via IP podendo permanecer no peixe por longo
periodo até total degradacédo [30] é interessante, no que diz respeito a criacdo de
espécies utilizadas na alimentacdo humana como a tilapia, observando que estes
microrganismos sao responsaveis por significativas perdas produtivas [3; 31; 32].

Desse ponto de vista a utilizacdo do dispositivo polimérico se torna ainda mais
interessantes pois, a insercdo e o proprio dispositivo ja inicia a reacao inflamatéria
agindo como adjuvante estimulando a liberacao de interleucinas pro-inflamatorias [33],
ocorre absorcdo de proteinas plasmaticas do sangue como albumina e fibrinogénio
aumentando o influxo de polimorfonucleares como, neutréfilos, mondcitos e
macrofagos para o sitio de implantacéo dois dias apés a implantacao [34].

A primeira fase da inflamacéo aguda comumente dura uma semana, entretanto
a presenca de um corpo estranho faz com que a inflamagdo aguda persista
conduzindo a inflamacé&o cronica [35]. Essa fase (inflamacg&o crdnica) permanece por
volta de trés semanas, marcada pela infiltracdo de mondcitos e ativacdo de
macrofagos que sdo componentes criticos para a formacédo da capsula fibrética [36].
Reacdes inflamatorias agudas e cronicas com presenca de capsula fibrotica,
macréfagos e células gigantes de corpo estranho (CGCE) nos sites de implantacéo
tanto IP como SC foram observados em ratos [23] e em tilapias do Nilo [12].

Os macréfagos nos peixes teleésteos apresentam interagdes cooperativas com
células T e B importantes para producdo de anticorpos [37]. Além disso, os
macréfagos sdo responsaveis por outros mecanismos da resposta imune como,
fagocitose, degradagédo de antigenos estranhos, remodelagédo de tecidos, producdo
de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento [38]. Nesse contexto, um
importante fator observado nesse estudo foram as CGCE fagocitando partes do
dispositivo. O escore de pontuacdo mais elevado de fagocitose pela presenca de
CGCE 126 DPI pode estar associado a utilizagcéo de vitamina E (VitE) na formulagéo
dos dispositivos corroborando com McNally e Anderson [13] que demostraram que a

VItE acelera a formacéo de CGCE. Além disso, estas células (CGCE) liberaram entre
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a membrana celular e a superficie do biomaterial mediadores de degradacdo como,
espécies reativas de oxigénio (EROs) e enzimas degradativas [33].

Na capsula fibrotica proximo as CGCE nas implantacdes PLASon e PLACon
pode ser observado células eosinofilicas granulociticas (CGE) 126 e 182 DPI na forma
degranulada ou ndo, essas células liberam proteinas téxicas e EROs em areas
inflamadas, ademais, séao frequentemente encontradas em inflamacdées crénicas [39].
Matsuyama e lida [40] observaram que apoés inoculacéo de bacterina Escherichia coli
na bexiga natatoria de tilapias do Nilo provocou degranulagdo das CEG, sugerindo
gue estas células liberem mediadores quimiotaticos para neutrofilos.

A liberacdo de EROs é classicamente conhecida como parte crucial para
defesa do hospedeiro na reacao inflamatoéria aguda [41]. No entanto, apds a fusdo de
macréfagos formando as CGCE, ha reducdo na atividade fagocitica, porém, uma
capacidade de degradacdo aumentada [42]. Neste ponto os CGCE secretam prétons
e EROs que culminara na reabsor¢do do biomaterial suscetivel a degradacéo [43]. O
incremento na producédo de EROs observado nas tilapias implantadas com PLASon e
PLACon 68 DPI e a manutencéo de elevada producdo nos demais periodos pode ser
explicada pela presenca do dispositivo no site de implantacao.

No interior das CGCE foi possivel observar melanomacrofagos, geralmente,
essas células sdo encontradas dentro de lesbes inflamatérias cronicas [44] e
agregadas em areas denominadas centro de melanomacréfago (CMM) nos tecidos
hematopoiéticos como, rim cranial, timo e bago [37].

Os melanomacréfagos ou macréfagos esplénicos sob perspectiva imunoldgica,
transportam materiais fagocitados, incluindo patégenos para CMMs [45], resultando,
no acumulo destes antigenos processados nos CMMs [46]. Em estudo anterior Conde
et al. [12] demonstraram que essas células estao presentes na capsula fibrética
entorno de dispositivos de PLA ou PLA + VitE e agregados (CMMs) no bago durante
todo o periodo de implantacdo (15 a 120 DPI).

Magor [47] e Saunders et al. [48] sugerem que os CMMs de teledsteos seriam
funcionalmente equivalentes de centros germinativos de mamiferos, porém primitivas,
envolvidos diretamente na hipermutacdo somatica, selecao de clones de células B,
aumento da afinidade de anticorpos culminando na geracao de memaria imunoldgica.

Entretanto, Zapata [45] descreve que os CMMs n&o sdo centros germinativos
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primitivos e sim, aglomerados de macrofagos envolvidos na homeostase em
condicGes normais ou patolégicas de peixes.

Sob essa Otica, as principais imunoglobulinas (Ig) constituintes da imunidade
humoral séo, IgM, IgD e IgT produzidas principalmente por plasmoblastos e
plasmacitos identificadas no rim cranial e baco, responsaveis pelas respostas de
anticorpos de longo prazo em teledsteos importantes para fornecer protecdo contra
infeccdes patogénicas [49]. A grande diferenca imunolégica entre mamiferos e peixes
tele6steos como a tildpia do Nilo é a auséncia de centros germinativos (CGs). A
hipermutacdo somatica de linfécitos B nos CGs refletem a alta proliferacéo celular,
assim, o aumento da afinidade de anticorpos de memoria. Em peixes teledsteos a
baixa capacidade de divisao (hipermutacé&o) dos linfocitos B resulta em nimero menor
de anticorpos de alta afinidade, cerca de 100 vezes menos que em mamiferos [45; 50;
51].

Nesse campo, adjuvantes tém sido amplamente pesquisados na composi¢cao
de vacinas no intuito de melhorar a eficacia incrementando a poténcia e longevidade
de respostas imunes especificas para antigenos [52] e reduzindo o nimero de doses
de refor¢os ou a quantidade de antigeno por dose [53]. Dentro da pesquisa e utilizacao
de biopolimeros como adjuvantes, nosso estudo demonstrou que os dispositivos de
PLA formulado com VitE e bacterinas sonicadas (PLASon) e intacta (PLACon)
incrementam a resposta imunoldgica ao longo do tempo. Cabe ressaltar que, o grupo
PLASon apresentou titulagao de IgM superiores 28 e 182 DPI. Ainda, esses resultados
foram estatisticamente melhores que o padrdo durante todo o periodo experimental.

Bahera et al. [54] utilizando Poli(acido D,L-latico-co-glicdlico) como adjuvante
(microparticulas) na preparacdo de vacina para Aeromonas Hydrophila (Ah) em
carpas indianas (Labeo rohita) apresentou titulacbes de IgM superiores ao controle 21
e 42 dias pos inoculacdo. Outros estudos imunoldgicos com tilapias do Nilo [55] e
pacus (Piaractus mesopotamicos) [56] em formulagbes vacinais para Streptocuccus
agalactae (Sta) e Ah, respectivamente, utilizando adjuvantes comerciais, comprovam
0 aumento da titulacdo de IgM durante 14 dias para Sta e 84 dias pos-inoculagéo para
Ah.

Os periodos avaliados comprovam apenas que had aumento na IgM pés

inoculacado, entretanto, ndo comprovam a eficacia durante o periodo de criagdo de
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peixes. Em contrapartida Wangkaghart et al. [9] utilizando Sta e Aly et al. [57]
utilizando Ah em adjuvantes comerciais comprovam a longevidade nas titulacées por
8 semanas (1,8 meses) e 10 semanas (2,3 meses) respectivamente. Diferentemente
dos estudos apresentados em que as vacinas propostas sao para um unico agente
infeccioso, o dispositivo vacinal polivalente (Streptococcus agalactiae e Aeromonas
hydrophila) PLASon testado neste estudo, comprova a eficacia na longevidade de IgM
por 26 semanas (182 DPI) quando comparado a composicao vacinal polivalente com
adjuvante comercial e ao controle, sugerindo que nossa formulagdo consiga imunizar
tilpias do Nilo durante todo o periodo de criagéao.

Na preparacao vacinal os adjuvantes sédo substancias auxiliares utilizadas para
aumentar a amplitude (poténcia) a uma resposta adaptativa frente a agente infeccioso
elou eficacia na capacidade de prevenir uma infec¢do. Além disso, os adjuvantes
estruturalmente heterogéneos podem orientar e modular a imunogenicidade da
resposta adaptativa especifica a um ou mais antigenos [6]. Diante do exposto
anteriormente sobre o0s efeitos imunolégicos induzidos pela implantacdo e
permanéncia de dispositivos polimeros in sito, fica evidente o enorme potencial de sua
utilizac&o para imunizacao como sistemas de entrega de antigenos [58].

Durante o processo de biodegradacdo e bioabsor¢édo mais lenta do PLA a
liberacdo dos antigenos é constante [30; 59]. Essa liberacdo foi mais efetiva no
dispositivo PLASon tendo em vista a producao de IgM superior ao controle. A reducao
de peso do observada apds 182 DPI apoia essa afirmacao, pois a despolimerizacdo
por hidrélise das extremidades da cadeia polimérica causa essa perda de peso [60].

A andlise por FTIR demonstrou que somente a mistura de VitE ou a inclusdo
de VItE mais bacterinas ou bacterinas sonicadas nao alterou as faixas de absorcéo
dos dispositivos ndo implantados. A deformacao axial dos dispositivos implantados
(PLASon e PLACon) em 3470 até 3330 cm™ podem estar relacionados a ligacGes de
hidrogénio deslocando a banda de absor¢cdo de OH para baixo [61]. A deformagé&o
axial simétrica e assimétrica de grupos metila (CH2) nas bandas de 2945 até 2860 cm-
! estdo associados as deformacdes vibracionais normalmente observadas nas
cadeias poliméricas [62]. Os dispositivos ndo implantados mostram um leve
deslocamento, o PLA deslocamento normal, enquanto os dispositivos implantados

apresentam reducdo na transmitancia, sugerindo efeito da implantagdo nesse
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grupamento. Os dispositivos ndo implantados mostraram deformacéo axial na banda
1746 até 1735 cm de absor¢éo da carbonila (C=0) que compde o carater hidrofilico
ao PLA [63], diferentemente PLACon implantado por 182 DPI também apresentou o
mesmo comportamento.

O deslocamento da banda de absorcéo da carbonila (1746 até 1735 cm™) para
1635 e 1550 cm? apresentados pelos dispositivos implantados 126 e 182 DPI
sugerem absorcdo de agua [64]. No entanto, Leroy et al. [65] utilizando malhas de
PLLA implantadas no subcutaneo de coelhos mapeou a banda em 1646 cm™ e
observou que apos 4 semanas de implantacdo h& deposicao de matriz extracelular.
Os biomateriais ndo implantados e somente PLACon (182 DPI) apresentam
deformacdes axiais nas bandas 1452 e 1360 cm™ relativas ao grupamento metila
(CHBs) qualificando os dispositivos como hidrofilicos [63; 66]. O PLA misturado a outros
compostos como quitosana e quitina reduzem a transmitancia nessas faixas (1452 e
1360 cm™) diminuindo a hidrofobicidade [66]. Assim, a permanéncia do PLACon (182
DPI) em 1452 cm™ e o deslocamento do PLASon (126 DPI) dentro dessas bandas
podem sugerir a diferenca na perda de peso dos dispositivos.

A morfologia dos biomateriais observados por microscopia eletronica de
varredura (MEV) auxilia na compreenséao das reacdes teciduais (biocompatibilidade)
e biodegradacéo dos materiais implantados [67; 68]. A observacdo de poros e fraturas
na superficie do material implantados por via intraperitoneal (IP) em ratos sugere
reacao tecidual pronunciada culminando em biodegradacao [23]. Outro estudo [69]
relata que a implantacéo IP pode causar biodegradacdo mais intensa devido ao fluido
peritoneal.

Reno et al. [14] incorporaram VitE ao PLA utilizando cloroférmio, reportaram
que a morfologia superficial dos discos produzidos (1 cm?) foi drasticamente alterada,
resultando em muito poros. Diferentemente, nossos dispositivos ndo apresentaram
esta caracteristica. ApoOs implantacdo de 182 dias os dispositivos PLASon
apresentaram mais fraturas na superficie do que PLACon, sugerindo maior
biodegradacdo. Além disso, as imagens de MEV (182 DPI) revelaram artefatos
aderidos ao dispositivo vacinal. Imagens semelhantes foram reportadas por Schoubert
et al. [70] demonstrando a aderéncia de macréfagos na superficie do biomaterial

estudado. A observagdo em menor proporgao de fraturas sugerindo biodegradacgao
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pode estar associado a espécie do hospedeiro (tilapias do Nilo), forma, alteracdo na
composicdo quimica (PLA+VItE), rugosidade, porosidade, morfologia e duracédo do
contato [71; 72].

Por fim, o presente estudo apresenta uma lacuna na avaliacido da efetividade
do dispositivo vacinal por meio de desafio de coabitagdo utilizando os agentes
patogénicos em questdo Streptococcus agalactiae e Aeromonas hydrophila. Este
método simula surtos de doencas naturais em que a infeccéo é introduzida por alguns
individuos infectados. Assim, um caso indice como uma fonte priméria de infeccéo
introduzido em uma populagdo suscetivel, permite a progressdo sequencial da
infeccao utilizando “portas de entrada” dos patdgenos na superficie da mucosa para
0 estabelecimento de patologia, progredindo para érgaos-alvo. Esta metodologia pode
ser Util na identificacdo dos mecanismos de imunidade protetora tanto na superficie

da mucosa quanto no ambiente sistémico [73].

5. Conclusao

Nossos resultados sdo promissores considerando a inclusdo de bacterinas
(sonicadas ou néao) no processo de producao do dispositivo vacinal. A observacao de
resposta imunolégica 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 é
de oito meses reforcam esses resultados. A auséncia de reacdo adversas,
mortalidade durante todo o periodo experimental e degradacéo parcial demonstram
gue a nossa formulacdo é biocompativel e biodegradavel. Portanto, o PLA incrementa
a resposta imune como adjuvante dos dispositivos vacinais polivalentes de liberacéo

lenta sendo promissores na prevencao de doencas infecciosas em tilapias do Nilo.
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