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Resumo

A tainha Mugil liza ¢ a principal espécie da familia Mugilidae para a pesca comercial ao
longo da costa brasileira. Atualmente sua populacao esta em declinio devido a sobre-
exploragdo dos estoques naturais. A aquicultura surge como uma alternativa para reduzir
a pressao sobre essas populagdes selvagens. Nesse contexto, diversos estudos tém sido
realizados para viabilizar a producao de M. liza em cativeiro. Entre as principais doencas
que afetam a producdo em sistemas de producdo de peixes marinhos, destaca-se a
amiloodiniose, provocada pelo dinoflagelado Amyloodinium ocellatum, parasita
responsavel por infec¢des que elevam as taxas de mortalidade nos peixes. O ciclo de vida
trifasico do parasita dificulta seu controle efetivo e a prevengdo da enfermidade. A
imunizacdo dos peixes contra o parasita se mostra um caminho para a prevengdo da
amilodiniose. O objetivo do presente estudo foi desenvolver uma vacina contra A.
ocellatum para a tainha M. liza. A vacina foi administrada via intraperitoneal e os peixes
foram posteriormente expostos a um desafio com tomontes de A. ocellatum. Os resultados
mostraram uma taxa de sobrevivéncia significativamente maior nos peixes vacinados,
com 97,73% de sobrevivéncia no tratamento vacinal, em comparagio a apenas 20% no
grupo controle. A histopatologia mostrou que as branquias dos peixes vacinados
apresentaram morfologia normal, enquanto os peixes do grupo controle exibiram
alteragdes histopatoldgicas de hiperplasia moderada a severa nas lamelas proximais e
distais, ruptura de células pilares e necrose. Esses resultados indicam que a vacinagao
com tomontes de Amyloodinium ocellatum tratados por sonicacdo e congelamento, foi
eficaz em induzir uma alta taxa de sobrevivéncia nos peixes, sugerindo seu potencial para

uso na imunizacao de M. liza contra a amilooodiniose.

Palavras-chave: Vacinacao intraperitonial, tomontes, parasita, teledsteos.



Abstract

The mullet Mugil liza is the main species of the Mugilidae family for commercial fishing
along the Brazilian coast. Its population is currently in decline due to overexploitation of
natural stocks. Aquaculture has emerged as an alternative to reduce the pressure on these
wild populations. In this context, various studies have been carried out to make the
production of M. liza viable in captivity. Among the main diseases affecting production
in marine fish production systems is amilodiniosis, caused by the dinoflagellate
Amyloodinium ocellatum, a parasite responsible for infections that increase fish mortality
rates. The parasite's three-phase life cycle makes it difficult to effectively control and
prevent the disease. Immunizing fish against the parasite is a way of preventing
amylodiniosis. The aim of this study was to develop a vaccine against A. ocellatum for
the mullet M. liza. The vaccine was administered intraperitoneally and the fish were
subsequently challenged with A. ocellatum tomonts. The results showed a significantly
higher survival rate in the vaccinated fish, with 97.73% survival in the vaccine treatment,
compared to only 20% in the control group. Histopathology showed that the gills of the
vaccinated fish had normal morphology, while the fish in the control group exhibited
histopathological changes of moderate to severe hyperplasia in the proximal and distal
lamellae, rupture of pillar cells and necrosis. These results indicate that vaccination with
Amyloodinium ocellatum tomonts treated by sonication and freezing was effective in
inducing a high survival rate in the fish, suggesting its potential for use in the

immunization of M. liza against amyloodiniosis.

Keywords: Intraperitoneal vaccination, tomonts, parasite, teleosts.



1 Introducio

1.1 Aquicultura

Com o crescimento populacional, houve aumento na demanda de proteina de
alta qualidade para a alimentacdo mundial. A pesca, entretanto, ndo consegue manter uma

producao de pescado suficiente para atender as necessidades da populagao (Jiang, 2010).

A exploragdo dos recursos pesqueiros chegou ao ponto de colapso, onde a
populag@o natural ndo consegue recuperar seus estoques. Assim, temos uma estagnacao

na produgdo de pescado oriundo da captura (FAO, 2024).

A necessidade de atender ao mercado fez com que fossem aprimoradas as
técnicas empregadas no cultivo de organismos aquaticos em cativeiro (Jiang, 2010).
Logo, a aquicultura possui um importante papel na garantia da seguranca alimentar

mundial, por contribuir diretamente na producao de alimentos (FAO, 2024).

A produgdo total de pescado atingiu o marco de 223,2 milhdes de toneladas em
2022. A aquicultura, responsavel por mais da metade dessa producao, pela primeira vez
superou a producdo proveniente da captura pesqueira (FAO, 2024). Esse aumento na
producdo da aquicultura ¢ fruto, principalmente, de evolucdes tecnologicas que tiveram

um grande avanco nas Ultimas décadas (Yue et al., 2016).

No Brasil, a regido sul a maior produtora de pescado, responsavel por um terco
da producao nacional. Essa producao ¢ liderada por peixes exdticos, como a tildpia do
Nilo. A produgdo de peixes nativos no Estado do Rio Grande do Sul foi de 1300 fon em
2023, se concentrando principalmente em peixes redondos (Peixe Br, 2024). O Brasil
possui uma imensa e promissora costa, com grande potencial para aquicultura marinha de

peixes nativos.

Para impulsionar o cultivo de espécies nativas com potencial para aquicultura ¢
necessario o desenvolvimento de pacotes tecnoldgicos. Estes sdo essenciais para
fortalecer e viabilizar os cultivos. Nesse sentido, o peixe-rei marinho, o linguado ¢ a
tainha sdo algumas das espécies interessantes ao cultivo e populares no Rio Grande do

Sul (Baldisserotto e Gomes, 2010).



Muitos estudos para o cultivo de espécies nativas foram desenvolvidos no
Laboratorio de Piscicultura Estuarina ¢ Marinha (LAPEM) da Universidade Federal do
Rio Grande — FURG. Esses trabalhos tiveram inicio com os estudos de Phonlor & Vinagre
(1989) sobre larvas do peixe-rei marinho Odontesthes argentinensis; seguidos de estudos
como a reproducdo em cativeiro de Paralichthys orbignyanus (Sampaio et al., 2008); o
cultivo de Micropogonias furnieri (Sampaio et al., 2011); efeitos de parametros
ambientais como temperatura (Okamoto ef al., 2006), salinidade (Lisboa et al., 2015) e

nutri¢cao (Ramos et al., 2015) de tainha (Mugil liza).

Considerada um recurso pesqueiro fundamental no sul do Brasil (Mafra et al.,
2020) e com suas caracteristicas de rusticidade, a tainha se mostra uma espécie de

interesse para a aquicultura marinha.

1.2 Tainha

As tainhas sdo peixes da ordem dos Mugiliformes e familia mugilidae
encontradas em zonas costeiras tropicais, subtropicais e temperadas (Menezes e
Figueiredo, 1985). No Brasil, sdo conhecidas seis espécies: M. rubrioculus, M. incilis, M.

curvidens, M. curema, M. liza, e M. brevirostris (Menezes et al., 2015; Mai et al., 2018).

A M. liza ocorre desde o mar do Caribe até a Argentina (Menezes et al., 2015;
Maiet al.,2019) e € considerada uma espécie estuarina dependente. No Estuério da Lagoa
dos Patos, a tainha se desenvolve e migra para o mar para o amadurecimento das gonadas

e desova (da Costa et al., 2021).

Na costa brasileira a tainha se destaca dentro da atividade pesqueira do pais
(Lemos et al., 2014; Mai et al., 2018). Sua pesca ¢ uma atividade sazonal tradicional entre
os pescadores artesanais das regides Sul e Sudeste, reconhecida como Patrimdnio

Historico, Artistico ¢ Cultural do Estado de Santa Catarina (Brasil, 2015).

O maior volume de producao de pescado, entretanto, € proveniente da extragao
industrial. Recentes estudos sugerem uma tendéncia ao declinio populacional da espécie
M. liza, principalmente por se tratar de um peixe sobre-explorado (Brasil, 2015; da Costa

et. al.,2021).

Assim, a tainha se apresenta como uma espécie de interesse para o cultivo em

cativeiro, no intuito de contribuir para o suprimento da demanda de pescado sem impactar
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negativamente as reservas naturais (Jiang, 2010). O cultivo em cativeiro pode predispor
a enfermidades, principalmente em animais provenientes do ambiente natural. Sabe-se
que os animais sdo submetidos a fatores de estresse nos cultivos, e que a resposta imune
pode ser comprometida por eventos de estresse (Anderson e Romano, 1998; Noga et al.,

2010; Noga et al., 2012).

1.3 Enfermidades

A intensificacdo da aquicultura nos ultimos anos aumentou a ocorréncia de
doencas em ambientes de cultivo. Diferentes sdo os patdogenos responsaveis pelas perdas
econdmicas ao setor da aquicultura (Peeler e Nicholas, 2011; Rico ef al., 2012; Assefa e

Abunna, 2018; Wang et al., 2021; Rai et al. 2023).

Dentre as enfermidades, temos as infecciosas e ndo infecciosas (Ferguson,
1989). As doencas parasitarias afetam significativamente a aquicultura em todo o mundo.
Em diversas regides, essas doencas representam um obstadculo importante para a
viabilidade econdmica da produgdo (Assefa e Abunna, 2018; Shinn et al., 2015; Rai et
al.,2023). Considerando o impacto dos parasitas na aquicultura marinha, o
Amyloodinium ocellatum € o protozoario parasita mais patogénico (Woo, 2007; Byadgi

etal.,2021).

1.4 Amyloodinium ocellatum

O A. ocellatum (Blastodiniphyceae) ¢ um dinoflagelado ndo-especifico, que
afeta diferentes hospedeiros em regides tropicais e subtropicais, (Noga e Levy, 2006). A
parasitose pode acometer as branquias e a pele, sendo conhecida como “veludo marinho”
(Levy et al., 2007, Li et al., 2024). Causa infecgdes que podem levar a mortalidades de
50 a 80%, e a 100% em infecgdes severas (Francis-Floyd, 2011; Moreira et al., 2017,
Moreira et al., 2018; Moreira et al., 2019; Massimo et al., 2022).

O parasita ¢ um protozoario com ciclo de vida direto e trifasico, o que dificulta

o seu controle (Paperna, 1984). Consiste em trés fases:

1. Estagio de trofonte (parasitario): alimenta-se diretamente do hospedeiro. Normalmente
encontrado nas branquias e epitélio da pele. J4 foram encontrados trofontes aderidos ao

epitélio da cavidade orofaringea (Beraldo et al., 2017). Ao atingirem a maturacao,


https://link.springer.com/article/10.1007/s10499-023-01291-5#ref-CR40
https://link.springer.com/article/10.1007/s10499-023-01291-5#ref-CR33
https://link.springer.com/article/10.1007/s10499-023-01291-5#ref-CR33
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/jfd.13524#jfd13524-bib-0008
https://link.springer.com/article/10.1007/s10499-023-01291-5#ref-CR28
https://link.springer.com/article/10.1007/s10499-023-01291-5#ref-CR23

desprendem-se do hospedeiro e se transformam no estagio encistado, ou tomonte (Brown,

1931; Nigrelli, 1936; Brown e Hovasse, 1946).

2. Estagio de tomonte (reprodutivo): encistado, consegue ser muito resistente a agentes
quimicos, variagcdes de temperatura e de salinidade. Apo6s subsequentes divisdes mitdticas

pode produzir até 256 novos espécimes (dinosporos) (Brown, 1931; Li et al., 2024).

3. Estagio de dinosporo (infectante): ¢ o estagio mével que eclode do tomonte de A.
ocellatum. Na fase infecciosa sdo facilmente observados na dgua e fomites. Além disso,
dinosporos também podem ser transmitidos por aerossois (Roberts-Thomson et al.,

2006). A partir da Figura 1 pode-se visualizar o ciclo de vida, com todas as fases descritas.

trophont .~ "~

dinospores

Figura 1. Representacdo do ciclo de vida do A. ocellatum. Fonte: Paola Beraldo in: Sitja-
Bobadilla e Piazzon, 2021.

Se a concentragdo de dinosporos no meio aquatico for muito alta, a morte do
hospedeiro pode ocorrer em <12 horas. Em geral, o ciclo de vida pode ser completado em

5-7 dias, dependendo das condi¢des de salinidade e temperatura (Lawler, 1980).

Embora sua temperatura ideal seja 23-27°C e salinidade de 30-35g/L, esse
dinoflagelado também pode ser virulento em condigdes extremas. Ja foram registrados
surtos da doenca em altas temperaturas (>35°C), em agua do mar (46g/L) e ambientes

salobros (7g/L) (Woo, 2006; Beraldo et al., 2017).
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Além disso, o parasita ¢ caracterizado por baixa especificidade de espécie
hospedeira. Nos meses mais quentes possui maior morbidade e ¢ capaz de gerar maior
mortalidade nos cultivos. Devido a rapida proliferagdo de A. ocellatum, percebemos a

importancia da profilaxia e diagnostico precoce (Soares et al., 2012).

1.4.1 Diagnostico

O diagnostico da enfermidade consiste na observagdo de sinais clinicos,
visualizagdao direta dos parasitas nas branquias e/ou pele e na observagdo de lesdes
compativeis com a enfermidade através das lesdes histopatologicas. O diagndstico pode
ser feito com a coleta da pele ou branquias de animais, seguido da observagao direta no

microscopio (Sitja-Bobadilla e Piazzon, 2021).

As lesdes histopatoldgicas sdo caracterizadas por hiperplasia branquial severa,
inflamagdo, hemorragia e necrose focal e difusa, relacionadas com a anoxia, que
frequentemente ocasiona a morte dos peixes (Moreira et al., 2017; Moreira et al., 2018;
Moreira et al., 2019; Massimo et al., 2022; Giesta et al., 2023). Infestagdes leves também
apresentam alta mortalidade, devido a disfun¢do osmorregulatéria e a infecgdes

microbianas secundarias (Noga et al., 2010; Noga et al., 2012).

A amilodiniose consiste em uma doenca “silenciosa”, que sO possui sinais
clinicos evidentes nas parasitoses severas. Os sinais clinicos sdo caracterizados por
mudangas no comportamento dos peixes, natacdo erratica, diminui¢do do consumo de
racdo, boquejamento. Entretanto, os sinais clinicos podem ser ausentes em infecgdes leves
(Soares et al., 2012; Sitja-Bobadilla e Piazzon, 2021).

No momento em que os sinais clinicos da doenga se tornam evidentes, uma vez
que o quadro ja esta em estagio avancado, se torna dificil o controle do parasita (Soares
etal.,2012). Assim, € necessario que os surtos de amiloodiniose sejam tratados assim que

identificados (Ramos e Oliveira, 2001).

1.4.2 Tratamentos e Profilaxia

As medidas profilaticas devem ser aliadas na manutencdo da sanidade dos
cultivos. Métodos preventivos como ultravioleta (UV), 0zonio e cloro para tratamento da
agua sdo capazes de reduzir os riscos de contaminacdo com o parasita e outros agentes

(Lawler et al., 1977; Noga et al., 2010). Protocolos de higiene, como a remogao de peixes
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mortos dos tanques de cultivo, vazio sanitdrio e quarentena devem ser seguidos

sistematicamente (Soares et al., 2012).

Quando a infec¢do ja existe, sdo aconselhados banhos de agua doce para
estimular a soltura dos parasitas das branquias e pele dos animais, em espécies tolerantes
(Noga et al., 2010). Em conjunto a essa medida, costumam se associar abordagens

terapéuticas.

Sdo utilizados diversos tratamentos na tentativa de reduzir as taxas de
mortalidade ¢ a disseminagdo do parasita. Dentre os tratamentos mais utilizados para o
controle de 4. ocellatum no Brasil, existe o sulfato de cobre que atua nos dinosporos, €
interrompe o ciclo de vida do parasita. Também sdo usados tratamentos com formaldeido,

perdxido de hidrogénio, acido acético, entre outras substancias (Lawler ef al., 1977).

Os tratamentos in vivo em pargos infestados por 4. ocellatum com imersdo em
agua doce por 1 hora, com peréxido de hidrogénio foram descritos como promissores
(Cruz-Lacierda et al., 2004). Adicionalmente, abordagens terapéuticas utilizando

formaldeido demonstraram ser eficazes, conforme evidenciado por Hu et al. (2019).

De modo geral, se recomendam varias repetigdes do tratamento escolhido, no
intuito de eliminar o parasita a partir da agdo do fdrmaco no estagio parasitario mais

suscetivel (Sitja-Bobadilla e Piazzon, 2021).

Os tomontes tem maior resisténcia ao cobre e agentes quimicos em geral e
suportam concentracdes até dez vezes superiores as utilizadas usualmente (Paperna et al.,
1984). Essa caracteristica dificulta o controle efetivo do parasita, o que torna muito dificil
a eliminagdo completa nos cultivos. Nesse sentido, a pesquisa por métodos de imunizagao

se torna um passo importante.

1.5 Vacinas

A dificuldade no tratamento das doengas parasitarias, desperta o interesse em
métodos de imunizagdo. A pesquisa de técnicas em imunizagdo ¢ amplamente realizada
em diversas espécies de teledsteos (Ma et al., 2019; Mufioz-Atienza et al., 2021; Mondal

e Thomas, 2022).
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O objetivo de uma vacina consiste em proporcionar protecao total ou parcial, de
médio e/ou longo prazo, contra um antigeno especifico. Esse processo ocorre por meio
da indugdo de uma resposta imune de memoria, que envolve células B e/ou T (Dixon e
Stet, 2001), sendo o linfocito T4(CD4) o responsavel por articular a maior parte das

respostas a diferentes antigenos.

As células apresentadoras de antigeno (APCs), principalmente
melanomacrofago, mastocito e células granulares eosinofilicas, desempenham um papel
fundamental na degradagdo dos antigenos, e apresentagdo para células T auxiliares CD4+
e T citotoxicas CD8+ (Zhao et al., 2016). As células B podem exercer a funcao de células
apresentadoras de antigeno (APCs) ao processar e apresentar antigenos as células T. Este
mecanismo resulta na ativagdo das células B e conduz a efetivagdo da resposta

imunoldgica subsequente (Dixon e Stet, 2001).

ApOs a ativagdo, as células B iniciam um processo de diferenciagao que resulta
na formagdo de plasmocitos, responsaveis pela secrecdo de imunoglobulinas (Igs)
especificas, denominadas anticorpos, € induzem a formag¢ao de memoria imunoléogica (da

Costa Klosterhoff et al., 2020; Palm e Henry, 2019).

Nos peixes, o timo desempenha importante papel no sistema imune e suas
respostas (Boehm, 2012). As respostas imunoldgicas podem ser timo-dependentes (TD),
nas quais a ativagdo das células B ¢ mediada pelas células T auxiliares, e timo-
independentes (TI), onde as células B sdo diretamente ativadas pelo antigeno (Dixon e

Stet, 2001; Zens et al., 2016; Takamura, 2018; da Costa Klosterhoft et al., 2020).

Nao existem muitos estudos com relacdo ao sistema imunologico da tainha. O
timo, 6rgdo central do sistema imune e sua origem embriogénica foram descritos (de
Medeiros et al., 2020), porém, nao ha estudos que descrevam as células envolvidas na
comunicagdo entre a resposta imune inata e a especifica. Na truta, essas células foram
descritas com profundidade e foi evidenciado uma diferenga entre as populagdes celulares

de mastocitos e células granulares eosinofilicas (Romano et al., 2021).

Assim, a vacina possui potencial de gerar uma resposta imunoldgica adequada
desde que os peixes sejam imunocompetentes e com os 6rgdos do sistema imune

maturados. Conforme descrito por de Medeiros ef al., (2020), o timo da tainha j& produz
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linfocitos T4 apds os 10 dias de vida. Desta maneira, torna-se possivel a vacinagdo de

formas juvenis dessa espécie, visando minimizar perdas em sistemas de cultivo.

Os peixes podem ser imunizados através de inje¢do intraperitoneal ou
intramuscular, imersdo e via oral. As vacinas intraperitoniais sdo mais estudadas, e se
mostram eficientes na estimulagdo da producao de anticorpos (Meng-Han, 2024). Isso

assegura uma maior durag¢ao na protecao do peixe contra o patogeno.

Entretanto, ainda ndo existem vacinas comerciais disponiveis para o tratamento
de protozoarios parasitas de peixes, incluindo os dinoflagelados (Woo, 2007; Cobb et al.,
1998). A ocorréncia do parasita nos diferentes cultivos de espécies marinhas, ndo apenas
no Brasil (Mai et al., 2018) torna a busca por uma vacina eficiente na prevencao de
infestagdes do A. ocellatum relevante para a pesquisa. O tomonte de 4. ocellatum se
mostra um estdgio adequado para a formulacdo da vacina, ja que possui todo o material

genético de um parasita adulto (Cecchini et al., 2001).

A tainha se apresenta como um bom modelo experimental, visto que consiste em
uma espécie com potencial de cultivo para a aquicultura nacional, e ja ¢ cultivada e

comercializada com éxito em diversos locais.

2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Elaborar uma vacina contra o dinoflagelado 4. ocellatum e realizar a vacinagao

em tainhas (M. liza).

2.2 Objetivos Especificos

Coletar os parasitas das branquias dos peixes e efetuar contagem das células de

A. ocellatum em camara de contagem de Sedgewick-Rafter;
Produzir uma vacina a partir de tomontes sonicados;
Imunizar exemplares de tainha por injecdo intraperitoneal,;

Submeter os peixes a um desafio com tomontes de 4. ocellatum;
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Avaliar a taxa de sobrevivéncia e as possiveis lesdes histopatologicas das

branquias da tainha apés a aplicag¢do o desafio com tomontes de 4. ocellatum.

3 Material e Métodos

3.1 Aspectos Eticos

O presente trabalho foi encaminhado a Comissdo de Etica em uso animal da
Universidade Federal do Rio Grande (CEUA/FURG), criada através da Resolucao n°
033/2008 do Conselho Universitario, sob o registo 23116.007329/2024-85.

Os animais foram coletados em ambiente natural com autorizagdo e

regulamentag¢ao do 6rgao competente, SISBIO, sob o registro 92696.

3.2 Coleta e Aclimataciao dos Peixes

Foram coletados juvenis de tainha na praia do Cassino e transportados até a
Estacdo Marinha de Aquicultura do Instituto de Oceanografia da Universidade Federal do
Rio Grande (IO - FURG). No Laboratério de Imunologia e Patologia de Organismos
Aquaticos (LIPOA), foram aclimatados por um periodo de 15 dias.

No periodo de aclimatagdo foi realizado um tratamento com sulfato de cobre
preventivo (0,15 a 0,20 mg/L) (Cobb et al., 1998), para evitar presenca de parasitas nos
animais expostos ao ensaio de imunizac¢do. Observada a auséncia de parasitas na pele e
branquias, foram dispostos em um tanque de plastico de 250 litros (com 250 L de volume
util), sendo realizada renovag¢ao diaria de 4gua (70%). Os animais foram alimentados com

racdo comercial contendo 38% de PB, fornecida duas vezes ao dia ad libitum.

Durante a aclimatagdo foi realizado o controle didrio dos parametros de
qualidade de 4gua (Eaton, 2005), mantidos dentro dos valores de referéncia adequados a
espécie. Foram monitorados e controlados: temperatura de 23,01°C £ 1,21; oxigénio
dissolvido de 7,6 = 0,72 com oximetro 550A, YSI, EUA; pH de 8,03 + 0,09 com pHmetro
EcoSense pH 100A, YSI, EUA; nitrogénio amoniacal total de 1,53 + 1,25 de pelo método
azul de endofenol (UNESCO, 1983); e nitrito de 0,01 = 0,01 pela reacdo de Griess
(Aminot e Chaussepied, 1983). A salinidade foi medida com refratometro ATAGO

S/Milli-E, Japdo e aumentada diariamente em 5 pontos por dia, até atingir a salinidade
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30. A alcalinidade foi medida por titulometria (Baird et al., 2017) e corrigida para 150

com a utilizag¢do de bicarbonato de s6dio sempre que necessario.

3.3 Desenho Experimental

O experimento consistiu em 2 etapas: Etapa de Imunizagdo e Etapa de Desafio
com tomontes de 4. ocellatum. Sendo que inicialmente os peixes foram imunizados e,

decorridos 15 dias, submetidos ao desafio com tomontes de A. ocellatum.

Foi realizado o Tratamento Vacina (TV) em triplicata, com 15 animais/tanque; e
o Tratamento Controle (TC) em triplicata, com 15 animais/tanque. O total utilizado no

experimento foi de 90 animais.

Os exemplares foram dispostos em tanques de 100 litros (com 100 L de volume
util), sendo realizada renovagao diaria de agua de 20%. Cada tanque foi acrescido de um
pequeno filtro biolodgico contendo bioball maturada e aeracdo constante. Os animais
foram alimentados com ra¢do comercial contendo 38% de PB, fornecida duas vezes ao

dia, sendo 8% da biomassa.

Os peixes foram observados durante 41 dias e diariamente foi avaliada a
mortalidade dos animais. Ao final do experimento, foram coletados 3 animais/tanque,

eutanasiados e fixados em formol tamponado neutro a 20% para estudo histopatologico.

Foi realizado o controle diario dos parametros de qualidade de 4dgua (Eaton,
2005): temperatura, oxigénio dissolvido (oximetro 550A, YSI, EUA), salinidade
(refratometro ATAGO S/Milli-E, Japao), pH (pHmetro EcoSense pH 100A, YSI, EUA),
alcalinidade por titulometria (Baird ef al., 2017), nitrogénio amoniacal total pelo método
azul de endofenol (UNESCO, 1983) e nitrito pela reagdao de Griess (Aminot e
Chaussepied, 1983).

3.4 Protocolo de Preparo de Antigenos

Os parasitas utilizados na preparagao dos antigenos foram adquiridos a partir de
um surto espontaneo da enfermidade, ocorrido entre janeiro e marco de 2024 na Estacao

Marinha de Aquicultura (EMA/FURG).
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Na Figura 2 podemos observar as branquias de M. liza provenientes de uma
infestacdo severa, quando foram coletados os parasitas utilizados na preparagao da vacina

e também no desafio com tomontes de 4. ocellatum.
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Figura 2: Branquias de M. liza apresentando infestacdo massiva de 4. ocellatum, em que
foram coletados os parasitas utilizados para a preparagdo da vacina. A : Branquia com
hiperplasia, onde se pode observar um trofonte de Amyloodinium ocellatum aderido a
branquia (seta). H.E.: BAR=20; B:Tomonte no meio branquial. Giemsa: BAR=20; C:
Epitélio branquial hiperplasico com um tomonte rodeado por células hiperplasicas (seta).
H.E.: BAR=20; D: Lamelas branquiais com parasitas em diferentes estados de maturagao
(seta curta) hiperplasia do epitélio das lamelas (seta longa) HE: BAR=200.

Os trofontes de A. ocellatum foram coletados das branquias de 20 animais e
colocados em dgua marinha filtrada (30g/L). Apds atingirem o estdgio de tomonte, foram
colocados em m tubos estéreis (2 ml) contendo 1 ml de Percoll. A solucdo foi centrifugada
por 5 min a 180 x g, para separar os residuos dos tomontes (adaptado de Beraldo ef al.,

2021).

O sobrenadante foi entdo removido e os tomontes lavados cinco vezes por
centrifugacao (5 min a 800 x g), com 2 ml de solugdo estéril de dgua salgada filtrada com
antibidticos (amoxicilina (0,5 pg/ml; penicilina/estreptomicina 2%;
sulfametoxazol/trimetoprima 0,5 pg/ml e tetraciclina (0,2 pg/ml) para evitar
contaminag¢do da amostra por bactérias (Beraldo et al., 2021; Sitja-Bobadilla e Piazzon,

2021).
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Foi realizada uma contagem com auxilio de camara de contagem Sedgewick-
Rafter. Ao atingir o N de 100.000 células, estes foram acrescidos de solugdo fisioldgica
0,9% estéril e dispostos em eppendorfs, contendo 1500 parasitas por ml de solugdo
fisiologica estéril. Foi entdo realizado o congelamento em ultrafreezer com temperatura

de — 80 ° C, pelo periodo de 15 dias.

Logo apds esse periodo, as amostras foram descongeladas e centrifugadas por 5
min a 1000 x g. O sobrenadante foi removido e repetida a lavagem com PBS (pH 7,2)
estéril seguida de centrifugacdo (5 min a 1000 rpm), totalizando 5 lavagens por amostra
apos o descongelamento, no intuito de remover os residuos de antibioticos e purificar a

amostra.

A vacina desenvolvida obedeceu a concentragdo de 1500 tomontes por ml de
PBS (adaptado de Xu ef al., 2009). As amostras foram sonicadas (QSonica, LLC, USA)
on ice, na frequéncia de 20kHz e amplitude de 50, por 45 segundos. Apos, foram
envasadas em frascos estéreis proprios para armazenamento de vacinas e refrigeradas por

12h, até a vacinagdo dos peixes.

3.5 Protocolo de Vacinacao

Para essa etapa, os peixes foram mantidos em jejum por 24h, anestesiados
(Benzocaina 50mg/L), pesados e, em seguida, higienizados com alcool 70% no local da

aplicacdo da vacina e entdo injetados com as respectivas solugdes.

As tainhas do Tratamento Vacina foram imunizadas individualmente, com a
vacina desenvolvida, por via intraperitonial. As tainhas do Tratamento Controle foram
injetadas individualmente com PBS (pH 7,2) estéril (Cobb et al, 1998), por via
intraperitonial. As injegdes intraperitoneais foram aplicadas com auxilio de uma seringa

de insulina, na dosagem de 0,2ml/peixe (Anderson, 1974; Mondal e Thomas, 2022).

Os peixes foram acomodados nos tanques e mantidos em jejum por mais 12h,
em temperatura 2°C superior a que se encontravam antes da vacinagao (Avtalion, 1969;

Martins et al., 2011). Nao foi observada mortalidade apos a aplicagdo vacina.
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3.6 Desafio com tomontes de A. ocellatum

Os parasitas a serem utilizados no Desafio com tomontes de A. ocellatum foram
mantidos em placas de Petri estéreis contendo agua do mar filtrada e antibioticos
(amoxicilina (0,5 pg/ml; penicilina/estreptomicina 2%; sulfametoxazol/trimetoprima 0,5

png/ml e tetraciclina (0,2 pg/ml) (Beraldo et al., 2017) mantidos a 16°C.

No dia 1 do Desafio com tomontes de A. ocellatum, foram adicionados parasitas
a agua dos tanques do Tratamento Vacina e Tratamento Controle. O Desafio consistiu na

adi¢ao de tomontes na concentracao de 10/ml em todos os tanques.

3.7 Parametros Zootécnicos

No inicio do experimento e ao final do experimento foi realizado uma biometria

parcial com os peixes, onde foram pesados em balanga de precisdo de 2 casas decimais.

A taxa de sobrevivéncia foi calculada conforme a equacdo a seguir:

Sobrevivéncia = (Peixes finais / Peixes iniciais) x 100

3.8 Coleta e Analise de Amostras

Na finalizacdao do experimento, os peixes foram coletados com o auxilio de um
puca e transferidos para um recipiente com agua marinha e eutanasiados com Benzocaina

(500 mg/L).

Foi procedida a necropsia conforme o protocolo utilizado em nosso laboratorio
(LIPOA-FURG). Foram retirados os 4 arcos branquiais do lado esquerdo de cada peixe e
fixados em Bouin por 24 horas, transferidos para alcool 70% ap0s esse periodo e mantidos
em alcool até o processamento. As demais amostras foram fixadas com formol tamponado
20% e mantidos nessa solucdo por 10 dias. Apods esse periodo foram transferidas para

alcool 70% e mantidas até o processamento (Prophet, 1992).

As amostras teciduais previamente fixadas foram processadas em processador
automatico (LEICA TP1020), incluidas em Paraplast®. Os blocos foram cortados em

micrétomo semi-automatico (LEICA RM2245). Os cortes teciduais com espessura de
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4,5um foram dispostos em laminas simples de ponta fosca e corados com hematoxilina e

eosina (Luna, 1968) ou Giemsa.

Os tecidos foram observados em microscopio Optico Zeiss Primo Star equipado

com uma camera Axiocam ERCS5s - AxionVision (LE).

3.9 Analise Estatistica

Foi verificada a normalidade e a homocedasticidade dos dados, utilizando os
testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Uma vez que os pressupostos da
ANOVA foram atendidos, foi realizada uma ANOVA de uma via, e apos foi realizado o
teste post-hoc de Tukey para verificar a diferenga entre os tratamentos. Um nivel minimo
de significancia de 5% (p<0,05) foi aplicado em todas as analises. O software utilizado

foi o Past.

4 Resultados

4.1 Qualidade de Agua

Os valores médios de oxigénio dissolvido (OD), temperatura (C°), salinidade,
pH, amonia total (N-AT) e nitrito durante a realizacdo do experimento estdo expressos na

Tabela 1.

Tabela 1: Dados da média dos parametros de qualidade da agua dos peixes M. /iza nos
tratamentos Vacina e Controle, medidos diariamente durante os 15 dias do periodo de
Imunizagdo e os 26 dias do periodo correspondente ao Desafio com tomontes de 4.
ocellatum.

Tratamento Vacina Tratamento Controle
OD (mg.L") 5,12+£0,15 4,96 +£0,27
Temperatura (°C) 26,83 £ 1,06 26,30+ 1,45
Salinidade 29,22 £1,61 29,47 £ 1,23
pH 7,78 £ 0,02 7,76 + 0,03
N-AT (mg.L") 0,22 £0,01 0,19 £ 0,002
Nitrito (mg.L!) 3,17+0,75 2,65+0,12
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Foram realizadas correcdes de alcalinidade quando a andlise se encontrava
abaixo de 150 mg CaCOs/L, no intuito de manter a alcalinidade nessa faixa. Foi utilizado

bicarbonato de sodio diluido em dgua marinha filtrada.

4.2 Parametros Zootécnicos

Os dados de peso inicial, peso final e sobrevivéncia sdo expressos na Tabela 2.
A sobrevivéncia apresentou diferenca significativa entre os diferentes tratamentos, sendo
97,73% de sobrevivéncia no Tratamento Vacina e 20% no Tratamento Controle.

Tabela 2: Dados de Peso Inicial, Peso Final e Sobrevivéncia dos peixes M. liza
submetidos aos tratamentos Vacina e Controle.

Tratamento Vacina Tratamento Controle
Peso Inicial (g) 9,95+1,24 9,71+0,60
Peso Final (g) 19,00+2,43% 15,35+1,68*
Sobrevivéncia (%) 97,73+0,47% 20,00+0,57°

Nao houve mortalidade nos tratamentos nos 15 dias subsequentes a vacinagao.
Porém, apds o desafio com tomontes de 4. ocellatum, quando foi realizada a inser¢@o dos

parasitas nos tanques de cultivo, foi observada a mortalidade dos animais do TC.

Apo6s submetidos ao desafio com tomontes de A. ocellatum, houve diferenca

significativa na taxa de mortalidade entre os tratamentos, conforme evidenciado na Figura

3.
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Figura 3: Grafico comparativo entre a taxa de sobrevivéncia do Tratamento Controle
e Tratamento Vacina durante o periodo do Desafio com tomontes do parasita A. ocellatum
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Pode-se perceber a sobrevivéncia de 20% dos animais do Tratamento Controle
no dia 26 do Desafio com tomontes de A. ocellatum e de 97,73% dos exemplares do

Tratamento Vacina no mesmo dia.
4.3 Lesoes Histopatologicas encontradas nas Branquias

Apos o periodo de Desafio com tomontes de A. ocellatum, foram coletados
peixes moribundos e analisados cortes teciduais de 3 peixes de cada tanque, totalizando

9 laminas por tratamento.

Os peixes vacinados apresentaram diferenca nas caracteristicas das branquias,

quando comparados aos peixes que nao receberam vacina.

Nos peixes vacinados foram encontradas poucas lesdes branquiais, como
hiperplasia leve e hiperplasia focal moderada, alguns setores das lamelas secundarias

apresentaram desprendimento do epitélio respiratorio (Figura 4).

hiperplasia basal (setas) H.E. BAR=200p.
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Os tanques do Tratamento Controle apresentaram lamelas com hiperplasia
proximal e distal difusa moderada a severa, ruptura de c€lulas pilares com acumulo de

eritrocitos e necrose focal (Figura 5).
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Flgura 5: Lamelas branqulals de peixe ndo vacinado, onde se observa hlperplasm basal
(*), necrose focal (N), desprendimento do epitelio respiratdrio (seta curta) e acumulo de
eritrocitos por ruptura de células pilares (seta longa). H.E. BAR=100 p. Insert: Lamelas
secundarias com hiperplasia proximal (seta curta) e distal (seta longa). H.E. BAR=200 p.

Ademais, as branquias dos peixes do Tratamento Controle apresentaram
dilatagao vascular nas lamelas secundarias, ruptura de células pilares (P) e hiperplasia nos
ionocitos e de células de revestimento lamelar (Figura 6), necrose focal (N) e a presenca

de tomonte entre as lamelas (Figura 7).
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Figura 6: Lamelas branquiais de peixe sem vacinar, com acumulo de eritrocitos por
ruptura de célula pilar (P), hiperplasia dos iondcitos (seta) e células das lamelas
secundarias. H.E.= BAR 20 p.

. 8 S
Figura 7: Lamelas branquiais de peixe sem vacinar, onde se pode observar acimulo de

eritrocitos por acimulo de célula pilar (P), hiperplasia dos iondcitos (seta longa) e células
de revestimento lamelar, necrose focal (N) e a presenca de tomonte entre as lamelas.
H.E.=BAR 20 p.
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As alteragdes branquiais sdo consistentes com a parasitose por A.
ocellatum, e os parasitas encontrados nas branquias sdo compativeis com tomontes em

seu estagio reprodutivo avangado.

5 Discussao

No presente estudo, os parametros fisico-quimicos da agua permaneceram
dentro das concentra¢des adequadas para a tainha (Sampaio et al., 2002; Okamoto et al.,
2006; Lisboa et al., 2015) e ndo apresentaram diferengas significativas entre os
tratamentos. Assim, podemos assumir que os parametros de qualidade da 4gua ndo

influenciaram significativamente os resultados de sobrevivéncia entre os tratamentos.

Em relagdo ao peso inicial e final, ndo houve diferenga significativa entre os
tratamentos, conforme a analise estatistica. Durante a alimenta¢ao, no entanto, observou-
se maior voracidade nos animais do TV, bem como maior agilidade na natacdo. Acredita-
se que, devido ao numero reduzido de animais sobreviventes no Tratamento Controle, a
amostra nao tenha sido suficientemente grande para detectar diferengas estatisticamente

significativas.

Nas branquias dos peixes do TC observou-se uma reacao tissular exagerada ao
parasita, que ocasionou um dano irreversivel ao sistema respiratorio. Toda a resposta a
patégeno gera uma resposta celular e tissular, que quanto maior, mais compromete a
funcionalidade do 6rgdo afetado, podendo levar o animal a morte. (Robbins et al., 2010)
Nos animais vacinados, a indug@o do sistema imunologico pela vacina faz com que ocorra
a destruicao do patogeno antes deste afetar os tecidos, fazendo com que ndo ocorra a

reacdo tissular exacerbada (Palm e Henry, 2019).

Nos peixes do Tratamento Vacina (TV), ndo foram observadas lesdes nos tecidos
branquiais compativeis com as causadas pelo parasita. Em contrapartida, os peixes do
Tratamento Controle (TC) apresentaram alteracdes histopatologicas tipicas de infec¢do
por A. ocellatum, conforme relatado por Giesta et al. (2023) em estudo prévio com tainhas

e por Massimo et al. (2022) com pesquisa em Dicentrarchus labrax.

Os achados histopatologicos observados neste estudo sdo consistentes com os
descritos por Byadgi et al. (2019) e Marques ef al. (2019) em D. labrax; Moreira et al.

(2017) em Sparus aurata; Kumar et al. (2015) em Trachinotus blochi; Guerra-Santos et
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al. (2012) em Rachycentron canadum; e Vivanco-Aranda et al. (2021) em Seriola
dorsalis. Esses estudos relataram alteragdes branquiais causadas por 4. ocellatum, sendo
que tais lesdes estdo associadas ao comprometimento do funcionamento normal das

branquias, o que pode resultar em mortalidade.

De forma analoga, um estudo conduzido por Li et al. (2023) demonstrou que os
danos branquiais causados por A. ocellatum foram responsaveis pela mortalidade dos
peixes infectados. A hiperplasia das lamelas primarias e secundarias do epitélio branquial,
juntamente com a fusdo das lamelas, obstrui o espago destinado a circulacdo de agua. A
ruptura das células pilares impede o fluxo normal de eritrocitos, o que contribui para a

hipoxia, como descrito por Schalch ef al. (2006).

A andlise histopatoldgica revelou alteragdes nas branquias que podem
comprometer a hematose normal, resultando em hipoxia e anoxia. Embora a morte seja
frequentemente atribuida a anoxia, a disfungdo osmorregulatéria e as infeccdes
secundarias também desempenham papéis significativos nesse processo, conforme
sugerido por Noga e Levy (2006), Noga ef al. (2012) e Martins et al. (2015). Dessa forma,
existe uma relacdo etiopatogénica que contribui para a alta mortalidade associada a essas

infec¢cdes (Anderson e Romano, 1998; Ferguson, 1989).

Durante o Periodo de Imunizagdo, nao foi observada mortalidade apds a
aplicacdo da vacina ou do PBS estéril, com 100% de sobrevivéncia nos animais que
receberam a injecdo intraperitoneal, durante o periodo que antecedeu o desafio com
tomontes de A. ocellatum. E plausivel que o manejo associado aos exemplares (aplicago
de PBS e vacina) e a pesagem dos peixes tenha sido um fator de estresse aos animais.
Embora os animais do grupo TC apresentassem uma taxa de mortalidade elevada, os do
grupo TV, que receberam o mesmo protocolo de manejo, demonstraram uma taxa de

mortalidade significativamente inferior.

A diferenga significativa observada pode ser atribuida a eficacia da vacina. A
mortalidade observada nos peixes ndo vacinados, parasitados por 4. ocellatum, foi
semelhante a reportada por Soeth et al. (2013), que registraram uma mortalidade de 82%

em juvenis de Diplodus argenteus parasitados e mantidos em salinidade 30.
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De acordo com Beraldo et al. (2021), a carga parasitaria de A. ocellatum a ser
inoculada em experimentos deve ser de aproximadamente 10 dinosporos/ml. No presente

estudo, a quantidade de parasitas utilizada foi de 10 tomontes/ml.

Infeccdes severas costumam resultar em elevada mortalidade, especialmente em
altas temperaturas, e apresentam diversos sinais clinicos caracteristicos (Alvarez-
Pellitero, 2008). No entanto, infeccdes leves a moderadas também podem levar a
mortalidade, particularmente quando os peixes estdo mais suscetiveis a infeccao (Noga et

al., 2010; Noga et al., 2012).

Xu et al. (2009) indicaram que peixes imunizados com trofontes por via
intraperitoneal apresentaram infec¢do leve quando desafiados, com uma taxa de
sobrevivéncia de 93%, valor préximo ao observado no presente estudo. Por outro lado,
Swennes et al. (2007) conduziram um estudo com diferentes estdgios do parasita e
relataram que trofontes lisados ndo conferem imunidade aos peixes. No entanto, trofontes
sonificados e fixados em formol resultaram em uma protecdo de 65% contra a infec¢ao,

conforme Xu et al. (2006).

De forma semelhante ao realizado no presente trabalho, Cecchini et al. (2001)
utilizaram o estagio de tomonte como antigeno e detectaram anticorpos anti-
Amyloodinium em D. labrax vacinados. Byadgi et al. (2019) apontam a imunidade
adquirida como um fator-chave para induzir resisténcia ao A. ocellatum, mediada pela
producdo de anticorpos (Cobb et al., 1998), apos injecdes com estagios de trofontes. Os
resultados do nosso estudo sugerem que tomontes submetidos a sonicacdo e
congelamento a -80°C podem ser capazes de gerar antigenos imunogénicos em tainhas,

indicando uma possivel estratégia de imunizagao.

De acordo com Farias et al. (2020), em estudo realizado com pacus, a vacina
contra A. hydrophila, preparada a partir de cé€lulas mortas por formalina e administrada
por via intraperitoneal, resultou em maior prote¢do contra a bacteriose, melhorando as
taxas de sobrevivéncia dos animais. Nesse estudo, a imunizagdo contra A. hydrophila
promoveu um aumento na resposta imune tanto mucosa quanto sistémica, envolvendo

mecanismos inatos e adaptativos.
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Adicionalmente, o soro de peixes imunizados com dinosporos demonstrou ser
capaz de aglutinar dinosporos vivos e inativar A. ocellatum em cultivo celular (Smith et
al., 1993). Nessa linha, Xu et al. (2009) comprovaram que bagres imunizados com altas
doses de trofontes de Ichthyophthirius multifiliis produzem uma resposta imunolédgica
mais robusta, resultando em taxas de sobrevivéncia significativamente melhores quando
comparados a peixes nao imunizados ou imunizados com menores quantidades de

trofontes.

Com base nos estudos de outros pesquisadores e nos resultados do presente
experimento, foi observada a viabilidade do controle imunolédgico da parasitose. A andlise
histopatologica revelou danos branquiais que comprometem a fun¢do respiratoria e
favorecem a mortalidade, o que reforca a importancia de estratégias de imunizacdo e
manejo adequados. Futuros estudos devem investigar diferentes concentragcdes de
antigeno e cargas parasitarias, com o objetivo de otimizar protocolos de vacinacdo e

controle em sistemas de cultivo comercial.

Conclusoes

Os resultados indicam que a vacina¢do com tomontes de A. ocellatum tratados
por sonicacdo e congelamento, foi eficaz em promover uma alta taxa de sobrevivéncia
nos peixes, e propde a viabilidade dessa abordagem como estratégia imunologica. Esse
dado sugere a eficdcia da vacina e ressalta a importincia do manejo adequado na
prevencdo de infecgdes parasitarias em espécies comerciais. A analise dos danos
branquiais causados pela parasitose, associada a hipoxia e disfuncdo osmorregulatoria,

destaca a complexidade da mortalidade induzida pelo parasita.

O presente estudo contribui para o avango do conhecimento sobre o impacto de
A. ocellatum em cultivos e no desenvolvimento de alternativas vacinais para a prevengao
de amiloodiniose. A identifica¢dao das respostas imunologicas, contudo, ainda representa
um desafio, assim como a compreensao dos mecanismos subjacentes a imunidade

(Munang'andu et al., 2020).
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