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RESUMO
Streptococcus agalactiae (Sta) causa grandes perdas na tilapicultura. A defesa do hospedeiro
envolve o sistema complemento (SC) e células fagociticas. A via classica do SC, ativada pela
ligacdo de Clq a anticorpos ligados a bactéria, promove a opsonizacao e fagocitose por
macroéfagos, que eliminam o patégeno através da producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e da enzima fosfatase acida (FAc). Este estudo avaliou in vitro a neutralizacdo de Sta pela
via classica do SC e a ativacdo de mondcitos de tilapia por proteinas de membrana (PM) da
bactéria. Anticorpos produzidos contra PM inibiram significativamente o crescimento
bacteriano, com efeito maximo quando combinados com o complemento (via classica).
Mondcitos expostos as PM diferenciaram-se em macroéfagos e aumentaram a producao de EROs

e atividade da FAc. Concluiu-se que a via classica do SC é altamente eficaz na neutralizacao de



Sta e que as PM bacterianas ativam robustamente mondcitos, desencadeando respostas
efetoras. Os resultados apoiam estratégias baseadas em imunizacdo para controlar a
estreptococcose.
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ABSTRACT

Streptococcus agalactiae (Sta) causes significant losses in tilapia farming. Host defense involves
the complement system (CS) and phagocytic cells. The classical CS pathway, activated by the
binding of C1q to antibodies bound to the bacterium, promotes opsonization and phagocytosis
by macrophages, which eliminate the pathogen through the production of reactive oxygen
species (ROS) and the enzyme acid phosphatase (AFc). This study evaluated in vitro the
neutralization of Sta by the classical CS pathway and the activation of tilapia monocytes by
bacterial membrane proteins (MP). Antibodies produced against PM significantly inhibited
bacterial growth, with maximal effect when combined with complement (classical pathway).
Monocytes exposed to PM differentiated into macrophages and increased ROS production and
FAc activity. It was concluded that the classical SC pathway is highly effective in neutralizing
Sta and that bacterial PM robustly activates monocytes, triggering effector responses. These
results support immunization-based strategies to control streptococcosis.
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1 INTRODUCAO

A tilapicultura destaca-se como um setor de grande importancia econémica no Brasil, gerando
significativa contribuicdo para o PIB nacional e milhdes de empregos diretos e indiretos
(BRASIL, 2014). A tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) apresenta vantagens zootécnicas
como adaptabilidade a diferentes ambientes, aceitagao de mercado, valor comercial e custo de
producao reduzido (ZIMMERMANN; HASPER, 2003). No entanto, a intensificacao da producdo
tem acarretado desafios sanitarios, com aumento do estresse dos animais e maior
susceptibilidade a doencas infecciosas (MARTINS et al., 2006).

Dentre os patégenos que mais impactam a piscicultura o Streptococcus agalactiae (Sta) destaca-
se como agente causador de significativas perdas econdmicas, além de representar um risco
zoonoOtico por sua capacidade de infectar humanos, podendo evoluir para sepse e meningite
(DOMELIER et al., 2008). No Brasil, surtos causados por Sta ja foram registrados em onze

estados, incluindo os maiores produtores, como Parana e Sao Paulo (MIAN et al., 2009).



Um dos mecanismos de viruléncia do Sta é a producdo da enzima C5a peptidase, que cliva a
molécula C5a do sistema complemento, inibindo a quimiotaxia e reduzindo a fagocitose
(CHENG et al., 2001). Por outro lado, a ativacdo da via classica do complemento iniciada pela
ligacdo de C1q ao complexo antigeno-anticorpo pode promover a opsonizacao do patégeno e
potencializar sua eliminacdo por fagocitos (SCOTT, 2004). Estudos em Streptococcus
pneumoniae demonstraram que a molécula C1q pode ser utilizada pelo patégeno como fator de
adesdo e invasdo, mas em Sta isolado de leite bovino a ativacdo da via classica resultou em
deposicdo de C3b na superficie bacteriana, favorecendo a opsonizagdao (RAINARD; POUTREL,
1995).

Ainda ndo esta claro se Streptococcus agalactiae utiliza mecanismo similar de viruléncia ou se
a ativacdo da via classica pelo complexo C1q/Fc tem efeito sinérgico na neutralizacao do
patogeno. Este estudo buscou preencher essa lacuna, tendo como objetivo investigar in vitro o
papel da via classica do complemento e de IgM na neutralizagdo de Sta, bem como o potencial
de ativacdo de mondcitos de tilapia-do-Nilo por proteinas de membrana do patdgeno. Os
resultados poderdo contribuir para o entendimento da fisiopatologia da infeccao e dos

mecanismos de defesa imune inata e adaptativa nessa espécie.

2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido no Infectério de Animais de Laboratério e no Laboratorio de
Enzimologia e Imunoquimica Aplicadas da FCAV/UNESP, seguindo os Principios Eticos na
Experimentag¢do Animal (CEUA n® 17209/15).

Cultivo bacteriano e preparo de proteinas de membrana (PM)

A cepa de Streptococcus agalactiae foi cultivada em caldo BHI a 28°C por 48 horas. As bactérias
foram centrifugadas, lavadas com PBS 0,15 M (pH 7,2) e ressuspensas na concentragao de 2 x
10° bactérias/mL. A viabilidade foi verificada com azul de toluidina em cAmara de Neubauer.
Producao de anticorpos anti-Sta

Cinco tilapias-do-Nilo (linhagem Gift, ~150 g) foram imunizadas por via celomatica com 100
ug/mL de PM de Streptococcus agalactiae conjugada com adjuvante incompleto de Freund, com
refor¢cos foram realizados com intervalo de 15 dias, e os soros foram coletados por punc¢ao
caudal, centrifugados e armazenados a -70°C.

Aglutinacao direta

O titulo de anticorpos foi determinado por aglutinac¢ado direta (FERNANDES et al.,, 2015). Soros

(pré-imune, 15 e 30 dias) foram inativados termicamente (47°C, 30 min), diluidos serialmente



em microplacas e incubados com suspensdo bacteriana (10* UFC/mL). A aglutinagio foi
visualizada apds incubacdo (28°C/1h + 4°C/22h) e os titulos foram expressos em log,.

Ensaio bactericida in vitro

A capacidade bactericida do soro foi avaliada conforme RAO et al. (2006). Bactérias (10*
UFC/mL) foram incubadas com: PBS (controle), soro termo-inativado (47°C, 30 min), soro
nativo (via alternativa), anticorpo especifico (opsoniza¢do) e anticorpo + soro nativo (via
classica). Apos incubacdo (28°C/1h), as amostras foram plaqueadas e as colonias contadas apos
48h (software Image]).

Isolamento e ativacido de mondcitos

Leucécitos mononucleares foram isolados de sangue heparinizado por centrifugacao em
gradiente de Percoll 34/51%. A viabilidade celular foi verificada com azul de tripan (0,2%), e a
concentracdo ajustada para 10* células/mL. Os mondcitos foram ativados com PM de Sta (10
ng/mL), LPS ou PMA (controles positivos) e incubados por 6, 24 e 48 h.

Producao de EROs e atividade da fosfatase acida

A producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) foi quantificada pelo teste do NBT
(GRAYFER et al., 2008). A atividade da fosfatase acida foi determinada pela hidroélise de p-
nitrofenilfosfato (YANG et al., 1996), medindo a absorbancia do p-nitrofenolato liberado a 405
nm.

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a ANOVA e ao teste de Tukey (p < 0,05) (SNEDECOR; COCHRAN,
1967).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

O estudo foi dividido em duas partes, na primeira, avaliou-se a produ¢ao de anticorpos
especificos contra proteinas de membrana de S. agalactiae e o efeito inibitério da via classica
e alternativa do complemento no crescimento bacteriano in vitro, assim como o encontrado por
Fernandes et al. (2015), os anticorpos foram detectados a partir do 152 dia pés-imunizacao,

com aumento significativo dos titulos no 302 dia (Figura 1).
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Figura 1. Em (a), padrio negativo e positivo de aglutinagio direta. Em (b), cinética da produgio de anticorpos
em tilapias-do-nilo, imunizadas com proteinas de membrana de Streptococcus agalactiae, colunas com letras em
comum nio diferem entre si pelo método de Tukey (5%).

Fonte: Préprio autor

No ensaio bactericida, a via classica (anticorpo + soro nativo) apresentou o maior efeito
inibitorio, reduzindo significativamente o crescimento bacteriano em compara¢do com a via
alternativa, opsonizagao isolada e controles (PBS e soro termo-inativado) (Figura 2). Estes
resultados confirmam a importancia da sinergia entre anticorpos especificos e o sistema
complemento na neutralizagdo de S. agalactiae, apesar dos mecanismos de evasao imunoldgica
do patégeno, como a capsula polissacaridica e enzimas inativadoras do complemento (JARVA

etal, 2003; URBACZEK et al., 1981).
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Figura 2. Efeito inibitério do crescimento bacteriano das diferentes vias do complemento no soro de tilapias-do-
nilo, médias em triplicata, colunas com letras em comum nao diferem entre si pelo método de Tukey (5%).
Fonte: Préprio autor

No segundo estudo, avaliou-se a ativacdo de monédcitos de tildpia por PM de S. agalactiae. As
proteinas de membrana (10 ng/mL) induziram diferenciagdo morfolégica em macrofagos apos

48 h, com eficacia similar aos controles positivos (LPS e PMA) (Figura 3).

PM PMA LPS Control
7] L i o
¥y E | |
7 - |
\. 3 y 4 [ T - { .
% (S b o B
; | R ,
o = EL’

Figura 3. Contraste de fase mostrando a diferenciacdo morfolégica de mondcitos em macroéfagos apds 48 horas
de ativagdo para cada tratamento. Setas apontam para macroéfagos.
Fonte: Préoprio autor

A producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a atividade da fosfatase acida (FAc) foram
significativamente elevadas nas células tratadas com PM, especialmente em 48 h, indicando
ativacao fagolisossomica robusta (Figura 4a-b), similar ao encontrado por Fagundes et al.

(2013).

0.20
0.18 3 Control
0.16 === LPS
0.14 = PMA
— [====] P
s E323 - -
o B -
= o.os8
0.06 -
0.04
=
0.00
T T T
=3 24 a8
I Tempo (Horas)
0.o8 e C—a  Control
0.07 == LPS
0-06 EEEm P
=
o =
o =
=

il

0.05 I
0.04 -
0.03
0.02
0.01
0.00 =

T

=3

Tempo (Horas)

Figura 4. Atividade fagolisossdmica de mondcitos sanguineos ativados com PM de Sta. (a) Atividade da FAc. (b)
Produgdo de EROs. Médias em triplicata, (*) diferem (P<0,05) pelo método de Tukey (5%).
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Esses resultados sugerem que as PM ativam multiplos receptores de reconhecimento padrado

em mondcitos, desencadeando respostas imunes inatas efetivas.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados demonstram que a via classica do complemento, ativada por anticorpos
especificos, é altamente eficaz na neutralizacdo in vitro de S. agalactiae, superando a acdo
isolada de anticorpos ou da via alternativa. Além disso, as PM bacterianas ativam mondcitos de
tilapia, induzindo diferenciagcdo em macréfagos e estimulando a produgdo de EROs e atividade
enzimatica lisossdmica, componentes-chave da resposta imune inata. Esses achados sustentam
o potencial de estratégias baseadas em imunizag¢do ou terapia com anticorpos para o controle
da estreptococcose em tilapias, embora mais estudos sejam necessarios para elucidar

interagdes especificas com fatores de viruléncia bacterianos.
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