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RESUMO

O controle e manejo de doencas que acometem a piscicultura mundial, a exemplo das causadas
por protozoarios, parasitas, vermes, bactérias oportunistas e fungos, é um pré-requisito para a
sustentabilidade desse setor produtivo e, um desafio constante, muito complexo e atualmente,
limitado de produtos eficazes de tratamento. Além disso, alevinos e juvenis sdo ainda mais
suscetiveis, de maneira geral, a surtos dessas doengas, por terem o sistema imunoldgico ainda
em formacdo, de modo que, a sobrevivéncia desses animais depende de estratégias
multidisciplinares de manejo adequado de sua saude, nutricdo, da qualidade da agua e de
medidas de biossegurancga. Portanto, se faz necessaria a énfase em prevencdo e ndo somente
em tratamento. Por esses motivos, vacinas de DNA ganham atencdo crescente, devido a
superarem desvantagens de outros tratamentos preventivos, em geral de maneira mais eficiente.
Elas funcionam expressando no hospedeiro, diferentes proteinas de patdgenos, codificadas em
vetores plasmideais. As vacinas comerciais licenciadas atualmente séo relativamente caras, o
que ndo gera estratégias amplas de vacinagdo. Foi avaliada a funcionalidade do plasmideo
vetorial pExu, transformado na linhagem Lactococcus lactis MG 1363, em peixes. Esta vacina
génica L. lactis MG1363 (pExu:mCherry) foi fornecida, por via oral, através de
microencapsulamento ou liofilizacao, para a espécie Tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus),
de elevado interesse comercial. Para tanto, 108 juvenis machos de Tilapia-do-Nilo com peso
de 250 + 20 g foram utilizados. O equivalente a 1 dose (1x10° UFC) foi administrado por via
oral [microencapsulado (administracdo direta) e liofilizado (incorporado & racdo comercial)]
aos animais e, a area que apresentava fluorescéncia, foi comparada, nas trés secgdes intestinais
(Anterior, Média e Posterior), nos periodos de 6, 18, 24, 48, 72, 96, 120, 144, e 168 horas apds
a administracdo. Ambos os meétodos avaliados permitiram a expressao do gene reporter em
todas as regibes de interesse. Houve, no entanto, diferenca significativa (p < 0.001) na area de
expressao média por secdo intestinal, de modo que a secdo Posterior apresentou menor
expressdo em relacdo as outras duas sec@es, tanto quando avaliado o microencapsulamento
quanto a liofilizacdo (reducdo de 40% e 87%, respectivamente). No entanto, a expressdo da
proteina mCherry se mostrou mais eficiente pelo método de liofilizagdo que pelo
microencapsulamento (p < 0.001), ao apresentar, aproximadamente, areas de fluorescéncia 25
mil, 13 mil e 4 mil porcento maiores, nas se¢es Anterior, Média e Posterior, respectivamente.
O método de microencapsulamento e liofilizacdo apresentaram amplitude maxima da
expressdo no intervalo de 24 horas e 96 horas, respectivamente. Tais descobertas sdo
importantes pois irdo guiar pesquisas sobre novas estratégias com vacinas de DNA, em
especial, as fornecidas oralmente.

Palavras-chave:
Piscicultura, mCherry, Microencapsulamento, Liofilizacdo, Fluorescéncia, Cinética, Vacinacdo oral.



ABSTRACT

The control and management of diseases that affect global pisciculture, such as those caused
by protozoa, parasites, worms, opportunistic bacteria and fungi, is a prerequisite for the
sustainability of this productive sector and a constant challenge, very complex and currently,
limited of effective treatment products. In addition, fingerling and juvenile are even more
susceptible, in general, to outbreaks of these diseases, as their immune systems are still in
formation, so their survival relies on multidisciplinary strategies for the proper management of
their health, nutrition, water quality and biosafety measures. Therefore, emphasis on prevention
and not only just treatment is necessary. For these reasons, DNA vaccines are gaining
increasing attention, due to overcoming disadvantages of other preventive treatments, generally
more efficiently. They work by expressing different pathogen proteins in the host, encoded in
plasmid vectors. Licensed commercial vaccines today are relatively expensive, which does not
generate extensive vaccination strategies. It was evaluated the functionality of the plasmid
pExu vector transformed in Lactococcus lactis MG 1363 strains, for fish. This genic L. lactis
MG1363 (pExu:mCherry) vaccine was offered orally by either microencapsulation or
lyophilization, for the Nile tilapia (Oreochromis niloticus), of elevated commercial interest.
108 Nile tilapia male juveniles, weighing 250 + 20 g were utilized. 1 dose (equivalent of 1x10°
CFU) were administrated orally [microencapsulated (direct administration) and lyophilized
(incorporated into fish feed)] to the animals, and the area that presents fluorescence were
compared in three intestinal sections (Anterior, Medium, Posterior) at 6, 18, 24, 48, 72, 96,
120, 144, e 168 hours after administration. Both methods allowed the expression of the reporter
gene in all regions of interest. Statistical difference was observed (p < 0.001) in mean area of
expression from different sections, so that the Posterior section presented inferior expression
in relation to others, either by microencapsulation or lyophilization (40% and 87% reduction,
respectively). mCherry protein expression was more efficient with lyophilization than
microencapsulation (p < 0.001), by express, in average, fluorescence areas 25 thousand, 13
thousand and 4 thousand percent higher, on Anterior, Medium and Posterior sections,
respectively. Microencapsulation and lyophilization presented maximum amplitude of
expression in the 24 hours and 96 hours intervals, respectively. Such findings are important
because they will guide research on new strategies with DNA vaccines, especially those given
orally.

Key words:
Pisciculture, mCherry, Microencapsulation, Lyophilization, Fluorescence, Kinetics, Oral
vaccination.



Sumario

INTRODUGAO . ......coooitoieeteieete ettt sttt sttt n ettt 8
OBUJIETIVOS ...t bbb bbb bbbt bbb bbb 9
ODJEEIVO GBIAL.. ..ttt b ettt ettt b ettt b b 9
ODbJetivs ESPECITICOS ...ecvviiiiiiiiiiie st e st taesreesreeanes 9
REVISAO DE LITERATURA .....oooioiet ettt st s s s nansanenens 10
O SEtOr da PISCICUITUIA ......veieiecee e sre et e e be e ae s b e s tbesrbesreesneenree s 10
Principais doengas que afetam @ PISCICUITUIE ..........eoviiiiiiiieieiee e 11
VACINAS A8 DINA ..ottt b et b bt b e s e b sk b e e bbbt ne et 11
Vantagens das vacinas de DINA ... 13
Desvantagens da Vacina de DINA ........ooiiiiiiie ettt st sre et be e 13
Vacinas de DNA licenciadas atUalMENTE ...........ccoviveiriiiiieieie e 14
Necessidade de pesquisa SODIre NOVA VACING..........cciuiiiiiiiiieie s 14
A técnica de MICroeNCaPSUIAMENTO .......c.uiiiiii ettt be e be e ste e sbeerbe e reennas 15
A tECNICA A8 LIOTIIZAGAD ...t 16
T - Tox=Ua o - | ST SPRRR 16
REFERENCIAS. ..ottt sttt 18
CAPTTULO L.ttt sttt 22
Expressdo génica intestinal de uma vacina de DNA via oral utilizando dois métodos de prote¢do em
QI LT 0T o [0 AN L1 Lo PSPPI 23
CONSIDERAGOES FINAIS ..ottt eeee e en ettt en s st nen st ten s snen 46



1. INTRODUCAO

Diversas alternativas contra doencas bioldgicas na piscicultura sdo pesquisadas
atualmente e, entre as mais promissoras, estdo as chamadas “vacinas de DNA”, porqué
induzem tanto a resposta imune inata, quanto a nao-especifica e adaptativa, necessarias no
combate ao patégeno, sendo que, geralmente, apresentam sobrevivéncia porcentual relativa
(SPR) maior. Todavia, as vacinas ja existentes no mercado sdo demasiado caras, se tornando
pouco acessiveis a grande maioria dos piscicultores, a exemplo do que acontece no Brasil.
Ademais, muitas estratégias para a vacinacdo de DNA ainda estdo em fase de desenvolvimento,
sendo que, geralmente, essas carecem de adaptacdes, especialmente para as realidades de
mercado.

As vacinas de DNA carreadas por bactérias ndo-patogénicas, ap6s administradas,
ingressam nas células do hospedeiro e atingem o ndcleo celular, aonde serd realizada a
transcricdo de uma ORF (Open Reading Frame, em inglés), que é uma sequéncia de
nucleotideos codificadora de uma proteina de interesse. No caso, pode-se expressar uma
proteina no hospedeiro, que confira antigenicidade a um determinado patégeno. Para expressar
0 gene de interesse, 0 promotor de citomegalovirus (pCMV) escolhido, permite que a RNA
polimerase do hospedeiro transcreva a sequéncia de interesse e, em seguida, seja traduzida a
proteina, pelo maquinario celular do proprio hospedeiro. Isso possibilita uma estratégia de
prevencao, uma vez que, sendo o material genético expresso por um curto periodo de tempo
no hospedeiro, gere elevada resposta imune a determinado patdgeno.

O plasmideo “pExu” é formado pela fusdo de dois replicons, um proveniente do
plasmideo comercial pPCDNA3.1 (Invitrogen) fornecendo: (i) promotor do citomegalovirus
(pCMV) que permite a transcricao e consequente expressao do antigeno de interesse em células
eucarioticas, (ii) sequéncias de poliadenilagdo do Hormonio Bovino de Crescimento (Bovine
Growth Hormone, em inglés) para estabilizar o transcrito do RNA mensageiro e (iii) o sitio de
multipla clonagem (Multiple Cloning Site, em inglés), que permite que o DNA externo, de
interesse, seja inserido no plasmideo; o outro replicon, proveniente do plasmideo pL253,
fornece as origens de replicacdo as quais permitem a propagacdo do plasmideo, tanto em
Escherichia coli, quanto em Lactococcus lactis, com também, um gene de resisténcia ao
antibidtico eritromicina, para a selecdo de linhagens recombinantes.

Nesse referido plasmideo, a ORF codificadora da proteina vermelho-fluorescente
“mCherry” , clonada no vetor pExu foi transfectada em linhagens de L. lactis MG1363, que
atuam como veiculo de entrega deste plasmideo vacinal (pExu:mCherry), a fim de se avaliar a
eficacia dessa construcao para a Tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), uma das principais
espécies da piscicultura mundial e de grande relevancia comercial. Além disso, a administracao
dessa construcdo foi testada por dois diferentes métodos: i) por microencapsulamento, via
alimentacdo direta e, ii) por liofilizacdo, através da incorporacdo na racdo comercial, de modo
que ambos isolam, de maneiras distintas, 0 composto vacinal organico.

Tudo isso, a fim de se obter a melhor combinacdo dentre as metodologias, para a
administracdo oral da vacina, com objetivo de, posteriormente, desenvolver uma alternativa de
melhor relacdo custo-beneficio no combate a diferentes patologias que acometem a piscicultura
mundial, haja visto que os desdobramentos dessa pesquisa irdo ajudar a nortear futuras
pesquisas com a utilizacdo de diferentes vacinas de DNA, carreadas por bactérias lacticas,
passiveis de ser suplementadas em racdo comercial para peixes.



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar dois diferentes métodos de administracdo de uma linhagem recombinante de L. lactis
MG1363, carreando o plasmideo pExu:mCherry em células intestinais de Tilapia-do-Nilo.

2.2 Objetivos Especificos

1. Awvaliar a funcionalidade do plasmideo pExu:mCherry em peixes.

2. Avaliar a expressdao do gene repérter via dois diferentes métodos de protecdo
(microencapsulamento e liofilizagéo).
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 O setor da piscicultura

De acordo com a Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
(Food and Agriculture Organization, FAO, em inglés) (2018), o crescimento da populacdo
mundial, a preocupacgdo com a seguranca alimentar e o interesse cada vez mais intenso em
relacdo a sustentabilidade ambiental estdo entre os principais desafios a serem enfrentados
pelos paises para as proximas décadas, sendo que, para 0 ano de 2050, estima-se que a
populacdo mundial seja de 9 bilhdes de pessoas e, para alimentar este crescente nimero de
individuos, a producdo anual de carnes deverd aumentar em mais de 200 milhdes de toneladas,
até alcancar a marca dos 470 milhdes.

A producdo de pescados é dividida entre a pesca extrativa e a aquicultura. A pesca
extrativa € uma atividade baseada na retirada de recursos pesqueiros do ambiente natural
enquanto a aquicultura € o cultivo, normalmente em um espaco confinado e controlado, de
organismos aquaticos, tais como peixes, crustaceos, moluscos, algas, répteis e qualquer outra
forma de vida aquatica de interesse econdémico, sendo que a atividade produtiva da aquicultura
ainda se divide em diferentes modalidades: piscicultura (criacdo de peixes); carcinicultura
(criacdo de camardes); ranicultura (criacdo de ras); malacocultura (criagdo de moluscos, ostras
e mexilhdes); algicultura (cultivo de algas) e outras espécies com menor apelo comercial, tais
como a quelonicultura (criacdo de tartarugas e tracajas) e a criacdo de jacarés (EMBRAPA,
2017).

Desde 2004, a producdo brasileira de pescados (particularmente da tilapia, Oreochromis
sp.) apresentou crescimento anual médio de 14,2%, despontando-se como uma atividade
emergente na cadeia produtiva de proteina animal, devido essa espécie ser uma das poucas na
piscicultura que consegue se adaptar a diferentes ambientes com niveis de salinidade
intermediarios, bem como a sua melhor adaptacdo a diferentes condi¢bes climaticas,
alimentacdo onivora, tempo relativamente baixo de producdo e maior resisténcia a doengas e
qualidade superior da carne (EMBRAPA, 2017).

Dessa forma, a producéo brasileira de pescado vem se especializando na criagdo e na
exploracdo da tilapia, transformando-a na principal espécie aquicola cultivada no Brasil
(EMBRAPA, 2017). Com isso, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) incluiu,
no ano de 2013, a aquicultura, na sua Pesquisa Pecuaria Municipal (PPM) (IBGE, 2016) e,
segundo ultimo levantamento desse Instituto (2019), a producéo nacional de tilapia nesse ano
foi de 323 milhdes de toneladas.

Em 2016, segundo a FAO (2018), em sua publicacdo bianual “The State of World
Fisheries and Aquaculture ” evidenciou que o crescimento da aquicultura, em poucos anos, se
tornou cerca de 44% da producdo mundial de pescado, ou seja, praticamente metade da
producéo de pescado no mundo advinha da aquicultura e ndo mais da pesca extrativa.

A FAO (2017) estimou que a producdo de tilapia passou a estar presente em mais de
140 paises e, com um valor de mercado na ordem dos 12 bilhGes de ddlares. Ainda segundo
essa publicacdo, a tendéncia é que, de acordo com o crescimento previsto da populacdo mundial
e demonstrado pela tilapicultura, essa espécie passe a ganhar ainda mais espago na producéao
nacional, por meio da busca de mercado interno, bem como nas exportacdes para 0 mercado
externo.
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3.2 Principais doencgas que afetam a piscicultura

Mesmo com a sinalizacdo positiva da aquicultura por parte da FAO (2017), existem
desafios para desenvolver a cadeia produtiva como um todo, de forma a sustentar tal
crescimento. Um importante exemplo disso sdo as doencas que comprometem o bom
desempenho zootécnico dos animais, gerando prejuizos consideraveis a atividade aquicola.

FARUK et al., (2017) fizeram uma revisdo sobre as principais doencas bioldgicas
causadoras de prejuizos econdmicos a piscicultura global. Eles ressaltam que tais doencas se
tornaram um dos principais fatores limitantes do crescimento desse setor no mundo e a maior
causa individual de prejuizo econdmico aos piscicultores globais. Segundo eles, algumas das
doencas mais comuns incluem a sindrome ulcerativa epizootica, necrose da cauda e da
nadadeira, necrose branquial bacteriana, septicemia hemorragica bacteriana, doenca da
columnaris, hidropisia, bem como Vvérios tipos de doencas fangicas e parasitarias. Segundo
esses autores, tais doengas sdo associadas a altas densidades no cultivo, deterioracdo da
qualidade da agua, excesso de arragcoamento e de fertilizantes artificiais, devido ao fato de
causarem condi¢des ambientais mais favoraveis para desenvolvimento desses patdgenos.

Ainda segundo essa pesquisa, as doengas parasitarias em viveiros sdo um dos fatores
mais importantes que limitam o crescimento e a sobrevivéncia de alevinos e juvenis; as doengas
virais causam serios problemas em todos os aspectos da aquicultura; doencas causadas por
esporozoarios endoparasitarios sdo uma preocupacao séria em fazendas produtoras de juvenis
e alevinos e; em cada tipo de cultivo e, para praticamente todas as espécies, patdogenos
bacterianos especificos sdo responséaveis por problemas graves e recorrentes. Essas doencas,
em especial as de origem bacteriana, também estdo entre as principais que acometem a
producéo no Brasil (FIGUEIREDO e LEAL, 2008).

Assim, dependendo da natureza, severidade e extensdo do surto da doenga, essa pode
causar mortalidade em massa, reduzir o crescimento, a qualidade do produto final e
possivelmente, estender a contaminagdo para fora da area de cultivo (FARUK et al., 2017).
Desse modo, ainda se faz necessario desenvolver novas estratégias de manejo, a exemplo do
manejo preventivo, no combate as varias doencas bioldgicas que acometem o setor da
piscicultura. Nesse sentido, destaca-se a vacinacdo, estratégia preventiva bem aceita na
piscicultura, mas que ainda carece de estudos mais abrangentes.

3.3 Vacinas de DNA

De acordo com KANO et al., (2007), a vacinacdo é a medida mais eficiente e menos
dispendiosa para evitar doencas infecciosas e diversas estratégias tém sido utilizadas para o
desenvolvimento de diferentes tipos de vacinas, enquanto que a vacinagdo com DNA é uma
das mais promissoras técnicas de imunizagdo contra uma variedade de patdgenos, para 0s quais
0s métodos convencionais ndo tém sido eficientes, devido ao fato dessas vacinas serem capazes
de induzir resposta imune humoral (anticorpos) e celular, tanto para resposta de linfécitos CD4*
quanto CD8", sem a necessidade de utilizacdo de patdgenos vivos, potencialmente causadores
de enfermidades. Com 0s novos conhecimentos da imunologia, para uma vacina ser
considerada eficiente hoje, precisa ativar linfocitos T auxiliares, que por sua vez ativam
linfécitos B, a produzir anticorpos especificos, bem como produzir células citotdxicas potentes,
sendo que as células T auxiliares também geram inimeras células de memoria que rapidamente
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sdo mobilizadas quando ocorre a penetracdo do agente infeccioso no organismo (KALIL et a.,
2008).

A primeira vacina de DNA foi descrita em 1990, quando um plasmideo contendo um
gene reporter que codifica a a-galactosidase expressou uma proteina antigénica apds a
inoculacdo direta no musculo de camundongos (WOLFF et al., 1990). A administracdo de uma
Unica dose de plasmideo vacinal pode proporcionar um amplo espectro de resposta imune,
incluindo a ativacao dos linfécitos T CD8" e linfocitos T CD4" os quais secretam citocinas e
tém funcéo reguladora na producéo de anticorpos (KOWALCZYK; ERTL, 1999). O sucesso
da imunizacdo com DNA depende, principalmente, da natureza dos antigenos, da frequéncia e
via de administragcdo, da concentracdo de DNA administrada, da localizagdo celular do
antigeno codificado pelo plasmideo (secretado, ligado a membrana ou citoplasmatico), da idade
e salde do hospedeiro e da espécie do animal vacinado (MOREL et al., 2004).

O material genético dos microrganismos, no entanto, € pouco estavel na célula
eucaridtica devido ao tamanho da molécula de DNA e a repulsdo existente entre as cargas
negativas da membrana da célula e do DNA e, quando o material genético ndo é transfectado
a célula, rapidamente é degradado pelas nucleasses do hospedeiro (LEVY et al., 1996) e ndo
haveré producdo de anticorpos pela auséncia da expresséo proteica (KANO et al., 2007).

Para facilitar a entrada do DNA na célula do hospedeiro, sdo utilizadas em geral,
particulas virais e lipossomas (PERKINS et al., 2005). Alguns dos vetores utilizados nas
vacinas de DNA sdo os plasmideos bacterianos, desenvolvidos, originalmente, para expressao
in vitro de proteinas em células de mamiferos (DAVIS, 1999). Tais plasmideos apresentam
maior seguranca bioldgica, menor custo, facilidade na producdo, relativa estabilidade e
capacidade gendmica (de 2 a 19 kilobases), que podem ser transferidos para as células do
hospedeiro.

A tecnologia do DNA recombinante permite ainda, modificacbes nas sequéncias
génicas, objetivando a melhoria na resposta imunoldgica do hospedeiro, tais como
incorporacdes de sequéncias imunoestimulatdrias (ISS), sequéncias de genes que codificam
interleucinas e genes virais que codificam proteinas que melhoram sua propagacao em células
(ZHENG et al., 2005).

De modo que, resumidamente, uma vacina que seja baseada na tecnologia do DNA
recombinante, envolve a transferéncia de um determinado gene (transgene), que codifica uma
proteina (imundgeno), dentro de um vetor de expressdo para células eucarioticas (WAINE,
1995). Uma vacina de DNA ideal deve promover grande resposta imunolégica; ser de facil
producdo; direcionar a resposta imune para tipos especificos de células; ndo permitir replicacdo
autbnoma do DNA,; garantir uma expressdo génica por longo periodo; ndo ser toxica; e ndo
induzir rea¢Oes autoimunes nos hospedeiros (GLENTING, 2005).

Os plasmideos utilizados como vacinas para esses fins devem conter também os
seguintes elementos essenciais: i) um promotor de expressdo para células de mamiferos; ii)
sinal de poliadenilagéo (poliA) do transcrito (MRNA), iii) um marcador de selecéo; iv) uma
origem de replicacdo bacteriana e v) sitio de multipla clonagem onde seré inserida a ORF ou 0
gene de interesse, sendo que, outras sequéncias também sdo relevantes, tais como por exemplo,
um intron, que aumenta a atividade do promotor e um sinal peptidico e/ou sequéncias de
nucleotideos, com fung¢do imunoestimulatoria (GLENTING, 2005).
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3.3.1 Vantagens da vacina de DNA

A principal vantagem da vacina de DNA ¢é que ela induz a producao de anticorpos e de
resposta imune celular, tanto linfécitos T auxiliares (CD4") quanto T citotdxicos (CD8")
(NAGATA et al., 2004). Adicionalmente, ainda segundo esses autores, estas vacinas nao
apresentam risco de reversdo da atenuacao e podem ser produzidas contra agentes infecciosos
de dificil cultivo e, podem ainda, ser coadministradas para multiagentes de um determinado
patdgeno.

Além disso, o custo de producdo das vacinas génicas em larga escala €
consideravelmente menor ao custo de producdo das vacinas compostas de fracdo subcelular,
proteinas recombinantes e peptideos sintéticos (ROBINSON, 1997). O controle de qualidade é
mais facil, assim como a comercializagdo, pelo fato de ndo necessitar de uma rede de
refrigeracdo, pois estas vacinas sdo estaveis a temperatura ambiente e podem inclusive ser
liofilizadas (WAINE, 1995).

Estes fatores podem facilitar o transporte, a distribuigéo e o estabelecimento de amplos
programas de imunizac6es em regides de dificil acesso, o que seria interessante para a realidade
brasileira e de outros paises em desenvolvimento (GLENTING, 2005). Por fim, a imunidade
adquirida pela vacina de DNA persiste por longo periodo de tempo, devido a constante
producdo enddgena do antigeno pela célula hospedeira e a capacidade destes antigenos de
estimularem linfocitos de memoria imunolédgica (SNADEEP et al., 1996).

Outra vantagem a ser destacada sobre esta plataforma é obtida quando sdo utilizadas
bactérias laticas (BL) na formulacéo, como as carreadoras dos vetores, que serdo fornecidos
oralmente, devido ndo somente a maior capacidade resistiva contra o sistema digestivo, como
também por serem promotores de beneficios a saude do hospedeiro, ou ainda, por reduzirem
possiveis efeitos colaterais oriundos dessa técnica, a exemplo de possiveis modificacdes do
gene ou produto, apds sua traducio (BERMUDEZ-HUMARAN et al., 2013).

As BL sdo um grupo heterogéneo de bactérias Gram-positivas que incluem espécies de
Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc e Lactobacillus, que ndo geram
resposta inflamatéria no hospedeiro como no caso da Escherichia Coli. Por serem Gram-
positivas, ndo apresentam lipopolissacarideos endotdxicos (LPS) (BAHEY-EL-DIN et al.,
2010), logo, existem menos proteinas nativas para, potencialmente, contaminar amostras
(KUNJI et al., 2003, NOUAILLE et al., 2003).

Além disso, a clonagem de proteinas eucaridticas em Lactococcus lactis (L. lactis) tem
potencial para superar problemas associados a localizagdo das proteinas utilizadas na célula
hospedeira (BERMUDEZ-HUMARAN et al., 2008). Outras vantagens da utilizacdo de L.
lactis incluem o aumento da producdo de folato pela rota da biossintese de folato (SYBESMA
et al., 2003), que, posteriormente, contribui para o fortalecimento do sistema imunolégico
(FISHMAN et al., 2000).

3.3.2 Desvantagens da Vacina de DNA
Ha riscos na utilizacdo de vacinas de DNA que vém sendo mais bem avaliados, tais

como a integracdo do plasmideo ao genoma hospedeiro, gerando mutagénese pela ativacdo de
protoncogenes, ou, pela inativacdo de genes supressores de tumores, enquanto outros riscos
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incluem a possivel inducédo de alergias, devido a apresentacdo do antigeno em longo prazo, ou
reacdes autoimunes, devido a inducédo de anticorpos anti-DNA (KANO et al., 2007).

Outra razdo em detrimento da vacina de DNA ¢ devido a essas terem sido menos
potentes que as vacinas vivas atenuadas, pois ndo se distribuem no organismo do hospedeiro
de maneira uniforme entre as células inicialmente transfectadas e, por isso, esfor¢os tém sido
realizados para aumentar o transito intracelular do antigeno, explorando a capacidade de
espalhamento célula-célula do vetor, sendo que pesquisas tém focado na construcao funcional
das vacinas de DNA, em funcdo do limitado conhecimento cientifico sobre a seguranca
bioldgica das mesmas, pois, estudos pré-clinicos ainda devem ser enfatizados para a avaliacao
da seguranca destas vacinas antes do uso comercial (BRAZ et al., 2014).

Estudos sugerem uma grande preocupacdo com vetores de DNA plasmideais, que é a
possivel integracdo do DNA externo ao genoma do hospedeiro, pois, geralmente, a razdo de
diploides celulares alterados naturalmente estd na ordem de 1 a 30 copias/pg de DNA, embora
essa possa ser modificada devido a utilizagdo da eletroporagdo como etapa da formulagédo da
vacina de DNA (LEDWITH et al., 2000).

Todavia, resultados indicam que essa € uma preocupacdo apenas tedrica e que essa
técnica é segura quanto a essa questdo (WANG et al., 2004, BRAVE et al., 2010), pois, uma
Unica copia (pg) integrada indesejavelmente (equivalente a cerca de 150 mil diploides
celulares) com essa técnica €, pelo menos, trés ordens de magnitude menor que a propria
mutagdo espontanea do DNA (LEDWITH et al., 2010), além de que isso ndo foi observado em
peixes (KANELLOS et al., 1999).

3.3.3 Vacinas de DNA licenciadas atualmente

No Brasil, segundo o relatorio de produtos com licenca vigente, da coordenacgédo de
fiscalizacdo de produtos veterinarios, do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA), mais recente (2014), 379 vacinas para uso veterinario e zootécnico estdo licencias no
Brasil atualmente, dentre as de origens nacionais ou importadas. Em setembro de 2020,
segundo a lista de processos de registro de produtos veterinarios bioldgicos aguardando anélise,
também do MAPA, 108 produtos bioldgicos para uso veterinario e zootécnico, dentre eles,
novas vacinas, aguardam, em tramitacdo, com pedidos de registro.

3.3.4 Necessidade de pesquisa sobre nova vacina

Doencas zootécnicas prevenieis com vacinas ja existentes ainda sao um desafio, mesmo
em paises desenvolvidos (CARSON et al., 2010), pois, ha diversos tipos de barreiras contra a
imunizacdo devida e em escala (DOLAN et al., 2016), de modo que mais otimizacdo se faz
necessaria antes que a vacina de DNA se torne uma estratégia predominante/abrangente de
vacinacdo (SUSCHAK et al., 2017).

De acordo com LI et al., (2006), a administracdo da vacina de DNA utilizando a
inoculagdo direta do plasmideo pelas vias intratraqueal, intravenosa, intrabursal, intraorbital,
intradérmica, intramuscular, oral, subcutanea e via mucosa demonstraram sucesso na inducédo
da resposta imune em todas as vias testadas, entretanto, algumas vias proporcionaram maior
ou menor nivel de expressdo de antigenos influenciando diretamente na imunogenicidade da
mesma, de modo que os niveis de expressdo dos antigenos obtidos pelas diferentes vias de
administracdo parecem estar principalmente relacionados com a quantidade de células


https://www.gov.br/agricultura/pt-br
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transfectadas obtidas ap6s administracdo dos plasmideos e portanto, aprimoramentos nos
vetores tém sido realizados, para melhorar a poténcia da vacina, tais como alteragdo no vetor
para aumentar a eficiéncia do promotor, além de mais protecdo dos componentes.

3.3.5 Meétodos de protecdo da vacina: Microencapsulamento

Os microrganismos probioticos utilizados como veiculos de entrega de vetores
plasmideais sdo sensiveis a mudancas extremas de pH, calor, oxigénio e outros fatores, de
modo que encontram dificuldades de viabilidade perante condi¢bes adversas, tais como pela
acdo de degradacdo enzimatica do sistema digestivo (GOH et al., 2012). Esses tém que resistir
a barreira géstrica, secrecfes entéricas, muito comuns na se¢do intermediaria do intestino
delgado, tais como mucos, lisossomos, e diversos tipos de lipases (HARWIG et al., 1995), ou
ainda as secrecdes das células de Paneth como também aos sucos pancreaticos e biliares
(MALLOW et al., 1996).

Diferentes técnicas para aumentar a resisténcia desses microrganismos contra
condigdes adversas tém sido propostas. A microencapsulagdo por exemplo, pode ser definida
como a tecnologia de recobrir particulas ou pequenas gotas de material liquido ou gasoso,
formando capsulas em miniatura, as quais podem liberar seu conteido em taxas controladas
e/ou sob condicdes especificas, de modo que 0s propositos gerais da microencapsulacéo,
consistem na possibilidade de fazer um liquido comportar-se como sélido, separar materiais
reativos, reduzir a toxicidade do material ativo, controlar a liberacdo do material, reduzir
volatilidade de liquidos, mascarar gostos de componentes amargos, aumentar o tempo de
prateleira dos produtos e protege-los contra a a¢do da luz, &gua, calor, ou ainda, cabe salientar
a importancia de aumentar sua resisténcia a acao do sistema digestivo (MIRZAEI et al., 2012).

Tais microcapsulas podem apresentar tamanho na faixa de frages de micron até varios
milimetros, possuindo diferentes formas, dependendo dos materiais e métodos utilizados em
sua preparacdo, sendo que o material externo é denominado agente encapsulante, enquanto o
ingrediente interno é denominado material ativo (FRITZEN-FREIRE et al., 2013).

Um material de revestimento deve ser capaz de resistir a condi¢BGes especificas,
permitindo, por exemplo, que os ingredientes ativos possam atravessar o estbmago de maneira
intacta (CHAMPAGNE et al., 2011). Entre os materiais que podem ser encapsulados, para
aplicacdo na industria, destacam-se acidos, bases, Oleos, vitaminas, sais, gases,
aminoéacidos, flavorizantes, corantes, enzimas e microrganismos (AUGUSTIN et al., 2001).

Varios polimeros, como alginato, quitosana, carboximetilcelulose (CMC), carragena,
gelatina e pectina sdo aplicados, utilizando vérias técnicas de microencapsulagdo (LI et al.,
2009). O método convencional de encapsulacdo com o alginato de sédio em cloreto de calcio
(CaCly) tem sido utilizado para encapsular bactérias, com o intuito de proteger esses
microrganismos das condi¢Ges acidas do fluido gastrico. As microcapsulas que utilizam
polimeros, como material de revestimento, sdo de facil confeccdo, sendo que esses polimeros
podem ser isolados de varias fontes (BARRETO et al., 2015).

Alginato de sbédio é ainda um dos compostos mais utilizados, também por sua alta
versatilidade com diversos tipos de componentes bioativos (GOH et al., 2012). Estudo
mostraram que a utilizacdo de microencapsulamento com alginato aumenta a sobrevivéncia
dos probioticos em até 95%, em relacdo a ndo utilizagdo de nenhum mecanismo de protecédo
dos mesmos (KRASAEKOOPT et al., 2003, COELHO-ROCHA et al., 2018).
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3.3.6 Métodos de protecao da vacina: Liofilizacdo

Para contornar a questdo da perda de parte da atividade probidtica discutida na se¢do
anterior, a utilizacdo do processo de liofilizacdo apresenta, como principal vantagem, a
estabilidade das bactérias probi6ticas, as quais permanecem vidveis apds esse processo e, além
disso, as atividades das enzimas do composto final sdo inativadas, devido ao fato de ndo haver
agua no meio e, as reacdes quimicas oxidativas, ou ndo-oxidativas, ocorrem em pequena
quantidade, apresentando um resultado satisfatorio (BOSS, 2004).

Antes da liofilizacdo, o produto é congelado a temperaturas abaixo de -18 °C, de modo
que toda a 4gua presente esteja no estado solido e abaixo do ponto triplo da agua, para que ndo
haja formacdo de espuma durante o periodo de aplicacdo do vacuo (GONCALVES, 2015). A
primeira etapa consiste em sublimar o gelo formado na etapa anterior, para isso, 0 produto é
colocado em uma camara, a qual sdo aplicados o vacuo, queda de pressdo, para que parte da
agua evapore, sem passar pelo estado liquido (FELLOEWS, 2000).

A dessorcéo € a etapa seguinte, eliminando cerca dos 10% de agua que resultaram, num
produto final com cerca de 2% de umidade total, sendo que, nessa etapa de sublimacao, retira-
se praticamente toda a agua sélida presente no produto, porém, a umidade residual esta na
forma de &gua combinada, fortemente ligada ao substrato, que representa uma parte
significativa da umidade total do produto e, portanto, deve ser retirada para que o produto final
apresente valores proximos ou abaixo de 2%, valor suficiente para que ndo haja atividade
microbiana (CHARM, 1971).

O produto final obtido, seco, de aspecto poroso e fridvel, possui carater lidfilo,
apresentando avidez pela &gua, que possibilita sua rapida reconstituicdo e, sendo assim, esse
processo pode ser aplicado em produtos, os quais poderdo ser transportados sem a necessidade
de refrigeragdo, até 0 momento do comércio e consumo, além de que possibilita ainda, o
aumento do tempo de prateleira do produto, agregando ainda mais valor ao mesmo (JALES,
1999).

Apesar de apresentar alto custo, o uso deste método é justificado quando o produto é
demasiado sensivel ao calor e/ou quando se deseja preservar caracteristicas originais do
composto organico (YAMAGUCHI et al., 2017). Um produto liofilizado torna-se ainda mais
competitivo quando se analisa sua praticidade no transporte e armazenamento, dado que o
produto desidratado ocupa menos espago, € mais leve e dispensa 0 uso de camaras de
refrigeracdo, desde que esteja adequadamente vedado em uma embalagem a vacuo para nédo
absorver a umidade presente no ar e atmosfera livre de oxigénio (FELLOEWS, 2000).

3.3.7 Vacinagéo oral

N&o h& davida de que, no que diz respeito ao bem-estar animal e aos custos de
manejo, a via de vacinacdo em peixes pelas mucosas e, em particular, a via oral, € hoje 0 método
ideal de aplicacdo de vacinas nesse setor, apesar de que, a eficiéncia com esse método,
geralmente ndo foi considerada alta, muito por parte da capacidade digestiva desses peixes
(HARWIG et al., 1995, EMBREGETS et al., 2016). Um exemplo dessa baixa eficiéncia,
segundo EMBREGETS et al., (2016), é que, em humanos, apenas 5 vacinas do tipo orais foram
aprovadas ap0s cerca de 100 anos de pesquisas, sendo elas contra a pélio, rotavirus, salmonela
e vibrio (BOHLES et al., 2014, LAMICHHANE et al., 2014). Mais especificamente em peixes,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0145305X16300982#bib18
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considerando o total de vacinas comercialmente disponiveis, apenas uma fracdo minima é
fornecida oralmente (DHAR et al., 2014, SOMMERSET et al., 2014).

Dado o progresso promissor, porém insuficiente, no desenvolvimento de vacinas
orais em peixes, esfor¢cos substanciais de pesquisa estdo sendo realizados mais recentemente,
em especial pelo estudo da melhora das respostas imunes da mucosa em peixes e a geracao de
novas estratégias com vacinas orais (EMBREGETS et al., 2016).

MUNANGANDU et al., (2016), encontraram que algumas estratégias com vacinagao
de DNA fornecida oralmente, em tilapias, tanto com patdgenos atenuados quanto com inativos,
ja conseguiram gerar uma SPR acima de 70% apds o desafio, que ja é considerado satisfatério.
Esses autores também concluiram que a vacinacao oral ja representa a maior parte das novas
estratégias de fornecimento dos vetores vacinais atuais, devido ndo s6 a maior facilidade de
fornecimento, quanto de producdo, mas também, devido a eficiéncia mais baixa observada em
outros tipos de metodologias.

Mesmo que, tais estratégias também tenham apresentado redugdo de eficiéncia em
determinados estudos, sua utilizacdo em vacinacdo de DNA, a exemplo da administracéo via
oral e utilizando bactérias lacticas como carreadoras, em geral, tem sido positiva (ZURITA-
TURK et al., 2014; PEREIRA et al., 2015; SOUZA et al., 2016).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0145305X16300982#bib38
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RESUMO

O controle e manejo de doencas que acometem a piscicultura mundial, a exemplo das causadas
por protozoarios, parasitas, vermes, bactérias oportunistas e fungos, é um pré-requisito para a
sustentabilidade desse setor produtivo e, um desafio constante, muito complexo e atualmente,
limitado de produtos eficazes de tratamento. Além disso, alevinos e juvenis sdo ainda mais
suscetiveis, de maneira geral, a surtos dessas doencas, por terem o sistema imunoldgico ainda
em formacdo, de modo que, a sobrevivéncia desses animais depende de estratégias
multidisciplinares de manejo adequado de sua salde, nutricdo, da qualidade da agua e de
medidas de biossegurancga. Portanto, se faz necessaria a énfase em prevencdo e ndo somente
em tratamento. Por esses motivos, vacinas de DNA ganham atencdo crescente, devido a
superarem desvantagens de outros tratamentos preventivos, em geral de maneira mais eficiente.
Elas funcionam expressando no hospedeiro, diferentes proteinas de patdgenos, codificadas em
vetores plasmideais. As vacinas comerciais licenciadas atualmente séo relativamente caras, o
que ndo gera estratégias amplas de vacinagdo. Foi avaliada a funcionalidade do plasmideo
vetorial pExu, transformado na linhagem Lactococcus lactis MG 1363, em peixes. Esta vacina
génica L. lactis MG1363 (pExu:mCherry) foi fornecida, por via oral, através de
microencapsulamento ou liofilizacao, para a espécie Tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus),
de elevado interesse comercial. Para tanto, 108 juvenis machos de Tilapia-do-Nilo com peso
de 250 + 20 g foram utilizados. O equivalente a 1 dose (1x10° UFC) foi administrado por via
oral [microencapsulado (administracdo direta) e liofilizado (incorporado & racdo comercial)]
aos animais e, a area que apresentava fluorescéncia, foi comparada, nas trés seccdes intestinais
(Anterior, Média e Posterior), nos periodos de 6, 18, 24, 48, 72, 96, 120, 144, e 168 horas ap0s
a administracdo. Ambos os meétodos avaliados permitiram a expressao do gene reporter em
todas as regibes de interesse. Houve, no entanto, diferenca significativa (p < 0.001) na area de
expressdao média por secdo intestinal, de modo que a secdo Posterior apresentou menor
expressdo em relacdo as outras duas sec¢des, tanto quando avaliado o microencapsulamento
quanto a liofilizacdo (reducdo de 40% e 87%, respectivamente). No entanto, a expressao da
proteina mCherry se mostrou mais eficiente pelo método de liofilizacdo que pelo
microencapsulamento (p < 0.001), ao apresentar, aproximadamente, areas de fluorescéncia 25
mil, 13 mil e 4 mil porcento maiores, nas se¢cdes Anterior, Média e Posterior, respectivamente.
O método de microencapsulamento e liofilizacdo apresentaram amplitude maxima da
expressdo no intervalo de 24 horas e 96 horas, respectivamente. Tais descobertas séo
importantes pois irdo guiar pesquisas sobre novas estratégias com vacinas de DNA, em
especial, as fornecidas oralmente.

Palavras-chave:
Piscicultura, mCherry, Microencapsulamento, Liofilizacdo, Fluorescéncia, Cinética.
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Introducéo:

Novas estratégias de vacinacdo sdo pesquisadas constantemente por causa de sua baixa
toxicidade e sucesso no combate de doencas graves em todo o mundo (RUFF et al., 2013). Até
a presente data, a vacinacdo oral baseada em peptideos ndo virulentos para a piscicultura
oferece algumas vantagens ébvias sobre outras vias de vacinacdo nesse setor, como por
exemplo, a natureza ndo invasiva desta abordagem, facilidade de administragao e, menor custo
de producdo (ZHANG et al., 2016). Portanto, um novo tratamento promissor de doencas que
acometem a piscicultura, envolve a utilizacdo de vacinas de DNA, fornecidas oralmente. Nesse
sistema de vacinacao, carreado por bactérias lacteas, as células eucariéticas do hospedeiro alvo
expressam antigenos codificados pela vacina (COELHO-ROCHA et al., 2018), contribuindo
para a fisiologia nutricional, modulacdo da imunidade da mucosa intestinal e prevencédo e/ou
tratamento, de infec¢Bes intestinais. Porém, muito ainda € pesquisado para aumentar a
imunogenicidade desse tipo de sistema (SUSCHAK et al., 2017).

Uma atual questdo importante relacionada aos sistemas de vacinacdo de DNA, em especial as
que utilizam bactérias lacteas, por exemplo, refere-se ao material bioldgico envolvido, que
pode se deteriorar em questdo de dias ou semanas (COELHO-ROCHA et al., 2018). Para
amenizar tais questdes, varios processos de protecdo do composto vacinal foram desenvolvidos
e varias metodologias existem. Dentre elas, 0 processo de microencapsulamento é um dos mais
utilizados, para protecdo de microrganismos no trato gastrointestinal e, tem a vantagem da sua
alta aplicabilidade e menor custo, ao passo que sua eficiéncia ndo sempre se mostra elevada
em vacinacdo com DNA (HOLVOLD et al., 2014). Ja o processo da liofilizacdo tem sido
crescentemente utilizado na pesquisa farmacéutica, bem como na ciéncia e tecnologia de
alimentos de maneira geral (ISHWARYA et al., 2015), pois tem a vantagem de proteger um
composto ativo quimico e/ou biolégico por anos, ao invés de meses, como no caso do
microencapsulamento (COELHO-ROCHA et al., 2018), todavia, possui custo mais elevado
(YAMAGUCHI et al., 2017) e precisa, a exemplo do microencapsulamento, ser avaliado em
novos modelos tedricos, a exemplo da formulacdo de novas patentes de vacinas
(MANWARING, 2002).

Desse modo, ainda ha muito a se descobrir sobre o comportamento in vivo das vacinas de DNA,
principalmente no que se refere a espécies e necessidades especificas e, ainda mais, em relacéo
a diferentes metodologias, além de que os beneficios das vacinas orais ndo podem ser
totalmente alcancados até que as mesmas possam ser administradas com eficiéncia para células
imunes antes de serem degradadas, dentro do ambiente severo do trato gastrointestinal
(ZHANG et al., 2016). Por isso, a fim de se avaliar a eficacia de um novo sistema de entrega
de DNA adaptado para vacinacdo em massa na industria aquicola, fornecido oralmente,
primeiro deve-se acessar qual a melhor estratégia de fornecimento desses compostos, a partir
da quantificacdo da correlacdo da cinética de expressdo do composto vacinal, dentre as
principais metodologias. Para isso, utilizamos um gene repdrter, que codifica uma proteina
fluorescente (PF), a ser mensurada no intestino da Tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus),
espécie de elevada importancia comercial, denominada “mCherry”, que ¢ um monémero nao
toxico que ndo precisa de nenhuma inducdo de estresse por parte do organismo hospedeiro para
ser expressa em niveis elevados (CARROLL et al., 2010). Portanto, o objetivo deste estudo foi
de avaliar a eficiéncia do plasmideo vetorial pExu:mCherry, carreado por BL (Lactococcus
lactis MG1363) fornecido apds microencapsulamento de forma direta ou liofilizacdo, na racéo
comercial, para a Tilapia-do-Nilo.
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Material e Métodos:
Preparacdo das doses

Culturas de L. lactis MG 1363 portando o plasmideo pExu:mCherry foram obtidas do
Laboratério de Genética Celular e Molecular, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da
Universidade Federal de Minas Gerais (Belo Horizonte, Brasil). Para seu preparo, as culturas
foram cultivadas durante 16 horas a 30 °C em meio de cultura M17 (Sigma-Aldrich, Brasil) e
suplementadas com 0.5% de glicose (Labsynth, Brasil) e 125 mg/mL de eritromicina (Sigma-
Aldrich, Brasil). Apos esse periodo, uma diluicdo de 1/20 foi realizada, de modo que a cultura
apresentasse absorbancia (OD eoonm) = 1.0.

Em seguida, 2mL, correspondentes a uma dose (1x10** UFC — Unidades Formadoras de
Coldnias), foram centrifugados durante 10 minutos a 4 °C a 4,000 rpm. Ap6s o sobrenadante
ser descartado e o pellet lavado duas vezes com PBS (solucédo salina tamponada com fosfato)
(0.0067 M), a dose foi resuspendida em 20uL de PBS estéril e imediatamente congelada em
ultrafreezer a -80 °C até o uso, de acordo com o descrito por COELHO-ROCHA et al. (2018).

Microencapsulamento

Para 0 microencapsulamento, 10* UFC de L. lactis MG 1363 (pExu:mCherry) foram
misturadas com 20uL de PBS estéril e 50uL de solucdo matriz de alginato de sédio 1%,
seguindo metodologia de KRASAEKOOPT et al. (2003). Para esse procedimento, a solugado
de alginato foi preparada e esterilizada com autoclave (121 °C, durante 15 minutos). Em
seguida a mistura foi homogeneizada cuidadosamente e extrusada com auxilio de uma agulha
21 G em meio estéril de 3% de solugdo CaCl. com agitagdo magnética (uma solucéo cross-
linking), formando microcapsulas (bactérias encapsuladas) pelo contato das duas solugfes. Em
seguida, as microcapsulas foram coletadas através de filtracdo usando um filtro Cell Strainer
de nylon de 40 mm (Corning, NY, Estados Unidos da América), enquanto o volume
remanescente de CaCl» foi removido por pipetagem. As microcapsulas foram transferidas para
micro tubos estéreis e armazenadas em ultrafreezer a -80 °C até utilizagdo. Antes da
administracdo nos respectivos animais, 100 pL de PBS estéril foi adicionado a mistura final
para divisdo das doses entre todos os peixes.

Liofilizacéo

A liofilizagdo foi realizada usando um liofilizador de bancada (HumanLab Instrument Co,
Coreia do Sul). A cultura foi primeiramente suspensa em 2 mL de leite em p6 (Itambé, Belo
Horizonte, Brasil) para reduzir a lesdo celular e, as suspensdes foram congeladas por imersao
rapida em frascos em nitrogénio liquido por 10 minutos antes de serem colocadas no
liofilizador. A temperatura da camara de vapor foi mantida a -80 ° C durante o todo o processo.
A pressdo do vacuo dentro da cAmara de secagem foi mantida abaixo de 1 x 1073 bar e, as
amostras foram deixadas durante 16 horas, tempo necessario para secagem total da mistura
(peso total de 40q).

Desenho Experimental
324 juvenis de tilapia, sexualmente revertidos em machos, com peso médio de 250 + 20 g,

foram mantidos em um sistema de recirculacdo, no Laboratério de Piscicultura do Instituto de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais (Montes Claros, Brasil). Esse
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sistema € dotado de aeracdo (83% = 3% de oxigénio dissolvido) e termorregulacédo (29 + 1 °C)
constantes. As concentragdes de amonia e nitrito foram mantidasem 0,3+ 0,1e 0,2 + 0,1 mg/L,
respectivamente. Um ciclo de luz claro/escuro de 12 horas também foi adotado.

Os procedimentos experimentais envolvendo peixes foram avaliados e aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais, da Universidade Federal de Minas Gerais (Protocolo
N°: 335/2019, em anexo). Os peixes foram distribuidos em vinte e um tanques plasticos de 150
L, na densidade de 15 peixes/tanque. O experimento foi conduzido em um delineamento em
blocos casualizados, com no total, 6 tratamentos e, 54 repeti¢des (peixes), em cada.

Os tratamentos sdo resumidos da seguinte forma:

I.  Grupo Controle Negativo (encapsulamento de PBS).

ii.  Grupo Controle Negativo (encapsulamento de L. lactis MG1363 portando o
plasmideo pExu:vazio).

iii.  Grupo Positivo (encapsulamento de L. lactis MG1363 portando o plasmideo
pExu:mCherry).

iv.  Grupo Controle Negativo (leite em po).

v.  Grupo Controle Negativo (liofilizacdo de L. lactis MG1363 portando o
plasmideo pExu:vazio).

vi.  Grupo Positivo (liofilizacdo de L. lactis MG1363 portando o plasmideo
pExu:mCherry).

Preparacdo e administracdo da racdo experimental

Todos os tratamentos experimentais foram oferecidos de uma s6 vez e simultaneamente, em
substituicdo a primeira refeicdo do dia. A administracdo das doses microencapsuladas foram
feitas por alimentacao forcada, sendo 1 dose fornecida para cada peixe. Para administracdo das
doses liofilizadas, as mesmas foram previamente liofilizadas e incorporadas em ragéo
comercial de peixes (42% de proteina bruta, pellets de 3 mm) como atrativo.

Para tanto, os pellets foram primeiro triturados em um moinho de facas durante um minuto, em
seguida, o po liofilizado foi adicionado a racdo triturada e, em seguida, essa mistura foi
repeletizada, usando um moedor de carne com filtro de 3 mm. Em seguida, os pellets foram
secos em estufa de ventilagéo forgada a 55 °C por 24 horas. As ragdes experimentais equivalem
a 2% do peso corporal vivo/tanque/dia.

Quantificacdo e cinética da expressdo da mCherry por microscopia de fluorescéncia

As 6, 18, 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas apds as administraces terem sido realizadas, 6
animais de cada tratamento foram aleatoriamente eutanasiados, com overdose de benzocaina
(300 mg/L, dissolvido em alcool 70%) e, segmentos do intestino Anterior, Médio e Posterior
foram coletados para analise, por microscopia de fluorescéncia, utilizando um microscopio
confocal invertido a laser FSX 100 (Olympus, Japdo) na banda 610 nm, com auxilio do
programa FSX- BSW, versdo 03.02.12 (Olympus, Japdo). A area de expressao foi determinada
via delimitacdo automatica, usando a funcdo “Limiar de cor”, pelo programa ImageJ (Instituto
Nacional de Saude, Estados Unidos da Ameérica), versdo 1.53e.

Ao invés de simplesmente considerar uma imagem inteira com determinadas areas de
expressao visiveis, como um Unico valor, foi tomada cada unidade de expressdo,
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individualmente, como sub-repeti¢cdes, caso contrario, o valor da area de uma unidade de
expressdo individual seria superestimado. As bandas azul e verde do microscopio foram usadas
para excluir a selecdo de autofluorescéncia.

Analise estatistica

Os dados foram analisados com ANOVA a 95% de intervalo de confianca, seguidos do teste
de Holm-Sidak, em caso de significancia estatistica, usando o programa Sigmaplot (Systat
Software, Inc.), versao 14.
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Resultados:

Nenhum peixe morreu durante o experimento e as dietas experimentais foram bem aceitas. A
analise de microscopia de fluorescéncia confirmou que células intestinais de peixes foram
capazes de expressar 0 gene reporter em todas as trés se¢des do intestino avaliadas, incluindo
a regido Posterior (Figura 1), extremidade final do intestino. Os grupos controle negativo
mostraram apenas a fluorescéncia natural emanando do alimento e das paredes do intestino
(dados néo apresentados).

Microencapsulamento Liofilizagio

Figura 1. Areas de expresséo da proteina mCherry (circulos vermelhos) na sego Posterior do intestino dos peixes,
avaliado por microscopia de fluorescéncia. Esquerda: Utilizacdo do método de microencapsulamento. Direita:
Utilizacdo do método de liofilizacdo. O perimetro da expressdo (linhas amarelas) foi delimitado automaticamente
através da fungdo Limiar de cor do programa ImageJ. Magnitude: 40x.

Houve, no entanto, diferenca na expressdo da proteina mCherry em relacdo a cinética,
metodologias e secdes intestinais (Figura 2). De modo que, com o método de
microencapsulamento, houve expressdo em todos os intervalos de tempo avaliados, até o
periodo de 96 horas, com excecdo do intervalo de 72 horas (se¢cdo Médio). Enquanto que a
expressdo com a bactéria liofilizada n&o apresentou nenhum resultado valido no intervalo de
24 horas (secdo Medio), 72 horas (se¢do Posterior) e 96 horas (se¢des Meédio e Posterior),
porém, também encerrou a expressao da proteina mCherry, igualmente no periodo de 96 horas.
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Figura 2. Expressdo da proteina mCherry em células intestinais de peixes, avaliadas por microscopia de
fluorescéncia. Comparacao de PBS e pExu:vazio com 0s métodos de microencapsulamento e de liofilizacdo até o
periodo de 96 horas. A = Anterior. M = Médio. P = Posterior. Magnitude: 40x.
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A respeito da eficiéncia do microencapsulamento entre se¢des intestinais (Figura 3), ndo houve
diferenca estatistica na expressdo média nas se¢Ges Anterior e Média (p = 0,190). A area média
de expressdo foi menor na secdo Posterior em relacdo a se¢do Anterior (p = 0,028) e, muito
menor, em relacdo a secdo Média (p < 0.001).
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Figura 3. Area de expressio média (em micrometros) da proteina mCherry, via microencapsulamento, nas secgdes
Anterior, Médio e Posterior do intestino dos peixes. Barras representam média, escalas verticais representam
desvio padrdo e escalas horizontais representam significancia da se¢do Posterior. * = (p > 0.05). *** = (p < 0.001).

Sobre a eficiéncia da formulacéo liofilizada, entre secdes intestinais, apds administracdo, no
intestino dos peixes, ndo foi observada diferenca estatistica entre as areas de expressdo média
nas sec¢bes Anterior e Média (p = 0.369), porém, a secdo Posterior, a expressdo foi muito
reduzida em relagéo as outras duas se¢des (p < 0.001) (Figura 4).

Liofilizagdo
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Figura 4. Area de expressdo média (em micrometros) da proteina mCherry, via liofilizago, nas seccdes Anterior,
Médio e Posterior do intestino dos peixes. Barras representam média e escalas representam desvio padrdo. * = (p
> 0.05). *** = (p < 0.001).

A expressao da proteina mCherry é significantemente reduzida com ambas metodologias
testadas na regido Posterior do intestino dos peixes. De maneira analoga, ndo houve
diferenciacdo na expressdo de mCherry entre as se¢fes Anterior e Média, para ambas
metodologias avaliadas (p > 0.05).
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A Tabela 1 descreve a variagdo quantitativa da cinética da expressao da proteina nas trés secoes
intestinais, através dos dois diferentes métodos de protecdo do composto vacinal. No
microencapsulamento, um coeficiente de variacédo alto (> 30%) foi observado em praticamente
todas as secdes intestinais. No entanto, na liofilizacdo, apenas a sec¢do anterior foi capaz de
apresentar a expressao do gene reporter até 96 horas, sendo que apenas uma unidade foi
encontrada. Da mesma maneira, apenas uma Unica unidade foi registrada nessa mesma se¢édo
no intervalo de 24 horas. A expressdo com esse método cessou na se¢do Média no intervalo de
72 horas e, no intervalo de 48 horas na secdo Posterior. Um coeficiente de variacéo alto (>
30%) também foi observado em todas as se¢des intestinais avaliadas com essa metodologia.

Tabela 1. Média, desvio padréo e coeficiente de variacdo da expressdo da proteina mCherry (L.
lactis MG1363 pExu:mCherry) nas se¢es Anterior, Média e Posterior do intestino dos peixes,
via diferentes métodos de prote¢do do composto vacinal.

Fluorescécnia da proteina do plasmideo pExu:mCherry (micrémetros)

Secdo Intestinal da Tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)

Cinética (Horas) Anterior Médio Posterior
Média DP CcVv Média DP CcVv Média DP CcVv

Liofilizagdo
6h 6.955,4 3.695,1 49 3.810,4 2.405,4 58 4171 319,0 70
18h 4.222,0 1.410,2 30 31.881,6 | 17.037,5 49 385,1 222,0 53
24h 1.795,2 - - 1.492,6 714.305 44 2.947,1 1.906,0 59
48h 13.196,1 6.443,0 45 1.372,7 | 772.139 51 3.400,2 1.253,0 34
72h 22.013,7 730,0 - 11.369,2 | 962.873 08 - - -
96h

44.130,0 - - - - - - - -
>120h _ ; } ) } ) ) B} )
M inOQnCB.pSUlamentO
6h 107.834 50.720 53 80.969 21.536 25 12.979 1.136 8
18h 51.477 3.730 6 68.125 32.732 45 57.753 12.488 20
24h 73.711 11.652 14 104.303 60.600 55 98.808 24.435 23
48h 50.097 24.726 47 102.904 76.455 70 38.425 19.002 47
72h 48.958 22.823 44 41.052 13.723 31 - - -
96h 39.599 7.145 17 37.012 1.851 4 6.587 0.493 7
>120h i ) ) i ) i i i i

Legenda: DP = Desvio Padrdo. CV = Coeficiente de Variacdo (%). - = Sem data ou variag&o.

Nas duas metodologias, a se¢cdo Anterior apresentou os valores maximos em relacdo a area de
expressao da proteina mCherry. O valor de area maximo obtido foi no intervalo de 24 horas e
96 horas, com os métodos de microencapsulamento e de liofilizacdo, respectivamente. Em sua
maioria, na metodologia com liofilizacdo, a area de expressao atingiu a escala dos milimetros
(1 milimetro = 1000 micrometros), sendo que, a area de expressdo média, com esse método,
foi 25 mil, 13 mil e 4 mil porcento maior, nas secBes Anterior, Média e Posterior,
respectivamente, em relacdo a 4&rea de expressio média com o método do
microencapsulamento.
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A taxa de expressdo (em porcentagem) da proteina mCherry, em relacdo a cinética e, secoes
intestinais, pelo método de microencapsulamento (Figura 5), ou de liofilizacdo (Figura 6), séo
apresentadas. Nota-se uma relacdo inversamente proporcional entra a taxa de expressdo (em
porcentagem) com relacdo a cinética (em horas) de acordo com as duas metodologias, nas

diferentes secdes intestinais.
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Figura 5. Relacdo entre a cinética, com a porcentagem de expressdo de mCherry, pelas diferentes se¢des
intestinais, ap6s administracdo da vacina genica administrada, por via oral, com o0 método de
microencapsulamento. Barras representam média e escalas representam desvio padrao.
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Figura 6. Relacdo entre a cinética, com a porcentagem de expressdao de mCherry, pelas diferentes secoes

intestinais, apds administracdo da vacina genica administrada, por via oral, com o método de liofilizacdo
incorporada na racdo. Barras representam média e escalas representam desvio padrao.
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As correlacBes entre a cinética da fluorescéncia da proteina mCherry, com o método de
microencapsulamento, nas trés diferentes se¢des intestinais sdo apresentadas na Figura 7. A
secdo Anterior é bem representada por uma regressao polinomial da terceira ordem (R2 > 0.7),
com dois movimentos distintos de reducdo da expressdo. A secdo Média é bem representada
por uma regressao polinomial da terceira ordem (R2 > 0.7), com um aumento seguido de uma
reducdo na expressdo. A secdo Posterior é fortemente representada por uma regressao
polinomial da terceira ordem (R2 > 0.8), com resposta muito semelhante a de uma curva de
pico, do tipo normal.

Microencapsulamento
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Figura 7. Correlacdo das regressdes entre a expressao da proteina mCherry microencapsulado nas se¢des Anterior,
Médio e Posterior (em micrometros), no intestino dos peixes, sobre o tempo (em horas). Escalas representam
desvio padréo.

As correlagcbes entre a cinética da fluorescéncia da proteina mCherry, com o método da
liofilizacdo, nas trés diferentes se¢Bes intestinais sdo apresentadas na Figura 8. A secdo
Anterior é fortemente representada por uma regressdo polinomial de segunda ordem (R2> 0.9),
com pequena reducdo inicial seguida de crescimento exponencial, apos as 24 horas. A secdo
Média é representada por uma regressdo polinomial de terceira ordem (R2 > 0.7), com dois
crescimentos distintos, indicando a ocorréncia de uma resposta bifésica nessa secao intestinal.
A secdo Posterior é fortemente representada por uma regressdo polinomial de terceira ordem,
de modo que, nessa sesséo, a resposta se assemelha fortemente a uma curva polinomial, do tipo
sigmoidal.
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Figura 8. Correlacéo das regressdes entre a expressdo da proteina mCherry liofilizado nas se¢des Anterior, Média
e Posterior (em micrometros), no intestino dos peixes, sobre o tempo (em horas). Escalas representam desvio
padrdo.

Em todas as se¢Oes avaliadas, com o método do microencapsulamento, a area média de
expressao de mCherry reduziu em correlacdo ao tempo (em horas), todavia, houve um aumento
intermediario nas se¢fes Média e Posterior durante esse movimento. O pico maximo de
expressao (amplitude) registrado, por secdo, com esse método, foi no intervalo de 6 horas, para
a secdo Anterior e, de 24 horas, para as se¢fes Médio e Posterior. Ja com a metodologia de
liofilizacdo, a area de expressao média de mCherry aumentou constantemente nas sec¢coes
Anterior e Posterior, enquanto que, na secdo Média, houveram dois movimentos de
crescimento distintos. A amplitude registrada na expressao, por sec¢do, foi no intervalo de 96
horas, para a secdo Anterior, de 16 horas, para a secdo Média e, de 48 horas, para a se¢éo
Posterior.
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Discusséao:

Foi verificada a funcionalidade do plasmideo pExu:mCherry em células de peixe. O principio
dessa técnica ja havia sido demonstrado inicialmente em células de peixes, apesar de, naquela
situacdo, ndo garantir a seguranca dos mesmos (HEPPELL et al., 1998).

Funcionalidade também verificada devido a ser fornecida com a bactéria L. lactis. HUANG et
al. (2014) usaram um vetor atenuado de Salmonella typhimurium que codifica a proteina Sip
de S. agalactie que produziu altos niveis de protegdo contra essa bactéria, mas, devido ao risco
de reversdo de patogenicidade dessa abordagem, bactérias ndo-patogénicas tém sido
crescentemente utilizadas, como sistema de entrega de antigenos na vacinacdo de DNA, por
serem consideradas seguras, uma vez que possuem o status GRAS (Generally Regarded As
Safe, em inglés) além de, em muitas vezes, também com propriedades adjuvantes (POUWELS
et al., 1996).

Funcionalidade verificada também devido o promotor Citomegalovirus (pCMV) utilizado, que
permite que a transcricdo e consequente expressdo da proteina de interesse em células
eucaridticas seja realizada, ser originalmente de mamiferos (ref). A escolha de um promotor
adequado para a vacinagdo de DNA ajuda a assegurar que o gene alvo seja expresso no local
correto (células, tecidos e 6rgdos), no momento correto (estagios de desenvolvimento), no nivel
fisiologico apropriado (quantidade satisfatoria, porém segura) e, possivelmente, sob uma
condicéo especifica (por exemplo na presenca/auséncia de fatores ambientais) (HILBECK et
al., 2011). Embora o pCMV seja 0 mais utilizado em pesquisas com mamiferos, por promover
um maior nivel de expressdo constitutiva (MANCHA-AGRESTI et al, 2017, HOLVOLD et
al., 2014), também ja se mostrou eficiente em peixes (CORBEIL et al., 1999), corroborando
com este trabalho.

A fluorescéncia de mCherry foi claramente detectavel, nessa espécie, 6 horas apds a
administracdo, em todas as trés sec¢Oes do intestino, bem como com as duas metodologias
utilizadas. Isso esta de acordo com varios outros estudos, inclusive como por exemplo, com
células humanas (DUELLMAN et al., 2015) e células de parasitas (GRAEWE et al., 2009).
Como esperado com pesquisas semelhantes, a expressdo ndo durou mais do que cerca de alguns
dias (96 horas) devido ao tempo de fotoestabilidade da proteina fluorescente mCherry
(HEBISCH et al., 2013), além de fatores naturais intrinsecos do hospedeiro, tais como seu
estado imunoldgico, tempo de transito intestinal e descamacdo das células intestinais
(ANDRADE et al., 2011).

Esse tempo de fotoestabilidade é semelhante ao observado em outros animais, como 72 horas
relatado no intestino de camundongos (ZYL et al., 2015). Além disso, em células de peixes,
mais especificamente, autores encontraram um tempo de fotoestabilidade ligeiramente menor
para mCherry (48 horas) no intestino do peixe-zebra (RUSSO et al., 2015) usando também,
vacinacdo de DNA. Essa diferenca é provavelmente, principalmente devido aos hospedeiros
dispares empregados, pois esses autores utilizaram embrifes e, como 0s processos de
transcricao e traducdo de genes sdo realizados pela propria maquinaria celular do hospedeiro e
é influenciado também por uma variedade de fatores, como o tipo do vetor, concentracdes do
DNA fornecido, volumes de administracdo, idade e tamanho dos peixes, temperatura da agua
e método e/ou via de administracdo, esses fatores poderiam influenciar nos resultados obtidos
nesses diferentes experimentos (HOLVOLD et al., 2014).
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Como a maior parte do coeficiente de variacao registrado (acima de 30%), a area de expressao
média da fluorescéncia apresentou grande amplitude em todos os cortes intestinais, inclusive
com as duas metodologias de protecdo utilizadas. Isso tem muitas razdes possiveis, como por
exemplo, autores descobriram que a taxa de maturacdo de mCherry segue uma cinética
sigmoide em suas primeiras cinco horas de expressdo (pouca maturacdo seguida de muita
maturacdo) (HEBISCH et al., 2013).

Isso € relevante no presente estudo porqué as linhagens recombinantes foram intencionalmente
protegidas pelo processo de microencapsulamento e de liofilizacdo, para resistirem as
condicBes adversas e atingir regiGes mais distantes do trato gastrointestinal. Entretanto, é
igualmente necessario que a microcdpsula de alginato ou racdo de peixe utilizadas sejam
digeridas primeiramente par que posteriormente a bactéria lactea carreadora do plasmideo seja
capaz de ingressar nas células epiteliais desses peixes e, assim, atingir o nucleo celular das
mesmas e, consequentemente, expressar a ORF da proteina mCherry, nas células intestinais.
Por esse motivo, um alto coeficiente de variagdo, como o0 observado nesses casos,
provavelmente se deve muito aos tempos dispares que determinadas quantidades da proteina
de mCherry comegaram a maturar, em relagéo a outras quantidades, numa determinada se¢ao
intestinal.

Tildpias vacinadas com o antigeno Sip de S. agalactaie, que foi fornecido ap6s o
microencapsulamento, conseguiram apresentar protecdo de longo prazo contra essa doenca
(ZHANG et al., 2016). Da mesma maneira, CHEN et al., (2014) conseguiram, utilizando
injecdo parenteral de antigenos contra o virus da necrose pancreatica microencapsulados com
alginato de sodio, induzir resposta humoral sistémica satisfatéria na mucosa do salméo do
Atléantico (Salmo salar).

Considerando que a média da area de expressao da proteina mCherry aumentou cerca de 25
mil, 13 mil e 4 mil porcento, nas se¢bes Anterior, Média e Posterior, respectivamente, com o
método da liofilizacdo, em comparacdo ao do microencapsulamento, esse se mostrou mais
eficiente, para a Tilapia-do-Nilo. Formulacdes liofilizadas também se mostraram superiores a
outras metodologias de prote¢do, em outras finalidades, como por exemplo, com emulsificantes
(MORAIS et al., 2015).

Segundo REXROAD et a., (2002) formulagGes liofilizadas tornavam sua administracdo mais
complexa, devido a dificuldade de reativacdo do composto ativo. A formulacdo liofilizada é
hoje facilmente reconstituida e sua incorporacdo e posterior administracdo é facilitada
(AMOROQJ et al., 2008) em alimentos, como racGes, ja sendo uma metodologia pratica de
fornecimento. A truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) vacinada oralmente com virus
liofilizado da septicemia hemorrégica viral, incorporado em racdo comercial apresentou
sobrevivéncia porcentual relativa considerada satisfatoria (ADELMANN et al., 2008), que €
geralmente estabelecido como a partir de 70% (MUNANGANDU et al., (2016), pelo motivo
de nessas porcentagens, justificar o custo do tratamento.

O fornecimento de L. Lactis microencapsulado com alimentacdo forcada e/ou liofilizada e
incorporada em racdo comercial permitiu, em ambos o0s casos, a expressao da proteina mCherry
nas células intestinais. VVarios autores recentemente conseguiram produzir vacinas fornecidas
oralmente, com eficacia considerada alta, que era o principal desafio da vacinacdo oral até
entdo (EVANS et al., 2004, MUTOLOKI et al., 2015). MOHD ET AL. (2014) ja observaram
alta protecdo em tilapias vacinadas, por via oral, usando vacinas com patdgenos atenuados.
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A bactéria microencapsulada fornecida por alimentacdo forcada apresentou expressdo
decrescente da expressdo da proteina mCherry, ao longo das sec@es intestinais, em relacdo ao
passar das horas. Isso esta de acordo com o encontrado por HUANG et al., (2018), que
forneceram linhagens atenuadas de S. agalactiae YMOO1 para tilapias, enquanto avaliaram sua
distribuicdo ao longo dessas mesmas secdes intestinais. Uma vacina contra S. agalactiae
fornecida por gavagem oral apresentou também, sobrevivéncia porcentual relativa (SPR)
intermediaria (71.81%), em relagcdo a injecdo (96.88%) e imersdo (67,22%), apds 15 dias,
porém, considerada satisfatoria (LI et al., 2015). Resultados semelhantes foram encontrados
com fornecimento de plasmideo de DNA incorporado em racdo comercial, sendo considerado
também satisfatério em tilapias (RAMOS et al., 2005).

Nos dois métodos de protecdo da bactéria avaliados, ndo houve diferenca estatistica entre a
area de expressdo de mCherry nas se¢cBes Anterior e Média, porém, houve reducdo muito
significativa (p < 0.001) em relacdo a area de expressdo nos dois sistemas, na se¢do Posterior.
A partir da secdo Média (secédo intermediéria do intestino delgado), aumenta-se a pressao que
a bacteria L. lactis sofre por parte do sistema digestivo da tilapia, pois, nessa secao, ha grandes
quantidades de secrecOes entéricas, tais como mucos, lisossomos, sucos pancreéticos e biliares,
diversos tipos de lipases, ou ainda, células de Paneth (HARWIG et al., 1995, MALLOW et al.,
1996).

A secdo Posterior, expressou em média, 13% das outras duas se¢des, mesmo na primeira hora
avaliada, pelo metodo de liofilizagdo. No entanto, a expressdo nessa se¢do aumentou 965% de
6 para 48 horas, quando cessou, assemelhando-se ao comportamento sigmoide acima discutido.
Essa reducdo pode ser atribuida a passagem do alimento e, 0 aumento da pressao entérica a
partir da secdo Média, que parecem ditar majoritariamente a diferenca observada.

No entanto, uma determinada expressdo pode ser potencializada, quando necessario e, existem
muitas abordagens viaveis para tal, como por exemplo, repetir e/ou aumentar a dosagem
oferecida. Foi demonstrado, em peixes, que uma maior dose de vacina induz maior protecao
(DUBEY et al., 2016). Outra alternativa, é adicionar uma variedade de metodologias de
liberacdo controlada de drogas (JAMES et al., 2014). Essa estratégia foi inclusive adaptada
para sistemas de entrega de DNA, para que esses possam aumentar sua extensdo e a duragao
da expressao ao longo do intestino (PANNIER et al., 2004).

A amplitude méxima registrada com os métodos de microencapsulamento e liofilizacdo (24
horas e 96 horas, respectivamente), sugerem que esses sdo 0s periodos ideias, em cada
metodologia, para fornecimento de uma segunda dose de uma vacina de DNA tedrica, seguindo
tais metodologias. Pois, varios autores demonstraram que uma correlacdo direta entre aumento
de SPR e aumento de dosagem de administracdo de antigeno para tilapias, contra doencas
bacterianas € obtida (MUNANGANDU et al., 2016).

Também foi relatada uma relacdo direta de imunidade via vacinacdo de tilapias dose-
dependente (MUNANGANDU et al., 2013, DUBEY et al., 2016). J&4 HUANG et al. (2014)
encontraram uma SPR 57% maior com o fornecimento de duas doses ao invés de apenas uma,
apos o desafio com S. agalactiae.

De maneira semelhante, LI et al., (2015) obtiveram aumento de SPR de até 67,74% quando a
mesma dose foi fornecida novamente, 15 dias apds a primeira administracdo, contra essa
mesma bactéria. Conclusdes semelhantes foram encontradas até mesmo com outros sistemas
de vacinacdo, tais como pela via de imersdo. PONNERASSERY et al., (2016), por exemplo,
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concluiram que, apesar de uma dose baixa de determinada vacina poder prover protecdo
significativa em peixes, a potencializacdo da mesma €é necessaria para sua maxima eficiéncia
e, doses maiores e/ou prolongadas/repetidas, aparentemente também proveem protecdo por
mais tempo.
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Conclusoes:

Foi verificado que a bactéria L. lactis MG1363 portando o plasmideo pExu:mCherry é
funcional em células intestinais de peixes, utilizando o promotor do Citomegalovirus (pCMV).
Ambos 0s métodos de protecdo do composto vacinal (microencapsulamento e liofilizacao)
foram eficazes para sua formulacdo e administracdo em Tilapia-do-Nilo, permitindo a
expressao da proteina mCherry em todas as regides do intestino, inclusive na regido Posterior,
no periodo maximo de 96 horas. A expressao da proteina mCherry apresentou pico maximo as
24 horas apos sua administragdo, com microencapsulamento, enquanto que, para 0 método com
liofilizagdo, esse tempo foi de 96 horas. J& a construcdo com o método da liofilizacdo se
mostrou mais eficiente para células de peixes, quando comparado com o microencapsulamento,
ao expressar, aproximadamente, uma area de fluorescéncia 25 mil, 13 mil e 4 mil porcento
maior, na secdo Anterior, Média e Posterior, respectivamente, sendo assim, mais indicado para
entrega de compostos vacinais nessas espécies, quando com vacinacdo oral, através de
incorporacdo em racdo comercial. As duas metodologias se mostraram significantemente
inferiores quanto suas médias de expressao da proteina mCherry na se¢do Posterior do intestino
dos peixes, em relagdo as outras se¢des intestinais, de modo que, a utilizacdo de determinada
metodologia de protecdo, associada com técnicas de liberacdo controlada de substancias
bioativas, adaptadas para vacinacdo de DNA, é recomendada, para maior eficiéncia,
especialmente nessa secao intestinal.

Pesquisas com plasmideos vetoriais, expressando antigenos de interesse, em especial, pela
administracdo oral, poderé&o ser realizadas futuramente, se embasando nessas descobertas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Novas abordagens com plasmideos vetoriais, expressando antigenos de interesse, em especial
via a administracdo oral, para a vacinacdo de DNA, poderdo ser realizadas futuramente, se
embasando nessas descobertas, no combate a doencas que causam prejuizos ao setor da
piscicultura.
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