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Resumo

O uso de fitoterapicos na producéo animal tem se mostrado promissor por serem
produtos naturais, biodegradaveis e com atividade antimicrobiana contra diversos
patdgenos, inclusive de peixes. Objetivou-se testar a acdo do extrato etandlico bruto
(EEB) da folha de Hymenaea martiana na formacao e consolidacédo do biofilme in vitro,
sua atuacdo quanto fatores de aderéncia produzida por Aeromonas spp. e avaliar sua
toxidade, propondo um modelo ex vivo, utilizando como substrato epitélio de Tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus). As amostras bacterianas foram submetidas a teste
molecular para determinagéo de seu potencial patogénico pela deteccdo de cinco genes
(aer-aerolisina, lip-lipase, ahy-elastase, fla- flagelina e ast-enterotoxinas) envolvidos na
producdo de fatores de viruléncia e na formacgdo de biofilmes pelo micro-organismo
estudado. Os isolados foram quantificados em forte, moderado e fraco formadores de
biofilme através de leitor de microplacas do tipo ELISA, ap6s coloracdo com violeta de
genciana. Foram analisados in vitro quanto a acao bactericida e em seguida quanto ao
seu potencial na formacdo e consolidacdo do biofilme. Fatores importantes como
producdo de capsula e motilidade dos isolados foram observados em testes como
vermelho congo e ensaio de motilidade em meio semi-sélido respectivamente para a
compreensdo da relacdo de fatores genotipicos com as respostas fenotipicas. Na
avaliacdo ex vivo foi observado a olho nu e microscépio dptico a acdo do extrato quanto
a sua toxidade, presenca da A. spp. aderida a pele de tilapia e possiveis modificacbes
morfolégicas. Os isolados apresentaram 17 combinacgdes genéticas, sendo ausente em 3
isolados dos genes pesquisados, ndo interferindo na producdo do biofilme em nenhum
dos 30 isolados testados, onde 100% foram formadores de biofilme, com 16,6% como
fortes aderentes. Os resultados foram relevantes in vitro, inibindo a acdo do biofilme em
formacdo e consolidado, além de inibir a motilidade, produzindo zonas de migragédo
menores que as amostras controle, sem extrato. No modelo ex vivo ndo ficou
demonstroda toxidade no grupo exposto somente ao extrato. No grupo onde as
amostras foram submetidas ao EEB+In6culo houve agdo degradante no epitélio, porém
em menor amplitude quando comparada com o Grupo B, apenas com a presenc¢a do
indculo no epitélio. O uso fitoterapico se apresentou promissor contra a formacéo e
consolidacdo do biofilme e aderéncia bacteriana, além de néo ter se mostrado toxico no
modelo ex vivo.

Palavras chave: modelo ex vivo, fitoterdpico, patdgenos aquaticos e fatores de
viruléncia.



Abstract: The use of herbal products in animal production has shown to be promising
because they are natural products, biodegradable and with antimicrobial activity against
several pathogens, including fish. The objective of this work was to test the action of the
crude ethanolic extract (CEE) of the Hymenaea martiana leaf on the formation and
consolidation of the in vitro biofilm, its performance on the adhesion factors produced
by Aeromonas spp. and to evaluate its toxicity, proposing an ex vivo model, using as
substrate Nile Tilapia epithelium (Oreochromis niloticus) cultivated. The bacterial
samples were submitted to a molecular test to detect five possible genes (aer-aerolysin,
lip-lipase, ahy-elastase, fla- flagellin and ast-enterotoxins) involved in the production of
virulence factors and in the formation of biofilms by the microorganism studied. The
isolates were classified in strong, moderate and weak biofilm formers through the Elisa
reader, after staining of gentian violet. They were analyzed in vitro against the
bactericidal action of the extract and then to test the potential of the extract in the
formation and consolidation of the biofilm of the aeromonas. Important factors such as
capsule production and motility of the isolates were observed in tests such as red congo
and motility assay respectively to understand the relation of genotypic factors to
phenotypic responses. In the ex vivo evaluation, the action of the extract on its toxicity
was observed with naked eye and optical microscope, presence of A. spp. adhered to the
skin of tilapia. and possible morphological changes occurred. Regarding the results: The
isolates presented seventeen different genetic combinations besides absence, in three
isolates of the studied genes. This did not interfere in the biofilm production in any of
the thirty isolates tested, where 100% were biofilm formers, with 13.3% as strong
adherents. The extract obtained relevant results in vitro, inhibiting the action of the
biofilm in formation and consolidation, besides inhibiting the motility, producing
migration zones smaller than the control samples, without extract. In the ex vivo model
the extract showed no toxicity in the group exposed only to it. In the group where the
samples were submitted to the action of BSE + Inoculum there was degrading action of
the bacterium on the epithelium, but in a smaller amplitude when compared with Group
B, only with the presence of the inoculum in the epithelium. The phytotherapic
presented promising in the fight against factors such as biofilm and bacterial adherence
that increases the microbial pathogenicity, besides not being toxic in the ex vivo model.

Keywords: ex vivo model, phytotherapic, aquatic pathogens and virulence factors.
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1. Introducéo

A aquicultura é uma das atividades do setor pecuario que mais tem crescido
mundialmente nos ultimos anos. Em média a oferta de peixe aumenta anualmente 3,2%
(FAO, 2014). Alem disso, a procura por alimentos mais saudaveis tem influenciado na
demanda por organismos aquéaticos (Jensen et al., 2014). No grupo de espécies criadas
no Brasil, a Tilapia do Nilo ocupa o primeiro lugar na lista, correspondendo a 43,1% da
producdo (IBGE, 2014).

O crescimento deste setor produtivo € influenciado pela grande aceitacéo de seu
produto, entretanto o setor é prejudicado pela ocorréncia de diversas doencas,
principalmente as provocadas por patdgenos que possuem como ambiente de
proliferacdo o meio aquatico, tanto de corpos d’agua lacustres quanto ribeirinhos. As
principais causadoras de infeccdes sdo as bactérias, destacando as aeromonas, isoladas
frequentemente em surtos de mortalidade em organismos aquaticos, se apresentam
como importantes formadoras de biofilme e outros fatores de viruléncia (Moraes e
Martins, 2004; Hirsch et al., 2006; Wu et al.,2014).

Os biofilmes sdo aglomerados de bactérias envolvidas por uma membrana
espessa de exopolissacarideos (EPS), que facilitam a fixacdo, adesdo, colonizagdo e
muitas vezes conferem certa resisténcia a acdo de antibi6ticos. A adesdo e fixacdo sdo
importantes fatores de viruléncia e imprescindiveis para que ocorra a infeccdo no
hospedeiro (Hall-Stoodley et al., 2005). Espécies como Aeromonas spp. sdo potenciais
produtoras e se utilizam desses fatores para protegesse e contribuir para sua patogénese
(Monterrey-Quintero e Sobral, 2000).

Apresentando resultados importantes em terapia de doengas humanas e em
cultivos terrestres de animais, os fitoterdpicos se destacam atuando como
antimicrobiano, antinflamatério ou mesmo para melhorar o desempenho produtivo dos
animais (Burridge et al., 2010; Kulkarni et al., 2013). Essa terapia provém de produtos
derivados de plantas medicinais, com finalidade profilatica, curativa ou paliativa
(Brasil, 2011). Seus Principios ativo, segundo Valladdo e Pilarsky, (2015) como 0s
Oleos essenciais e 0s extratos vegetais também tem sido utilizado recentemente para
prevenir doencas em cultivos aquaticos.

A Hymenaea martiana é uma arvore comum do cerrado que tém demonstrado

atividades anestésica, analgésica e antinflamatoria relacionadas com o suber do seu



15

caule e relatos da atividade antifingica e bactericida do seu extrato hidroetandlico bruto
(Aleixo et al., 2013; Silva et al., 2012; Yunes e Carneiro, 2012; Souza, 2008).

E nesse contexto de novas descobertas frente ao uso dos fitoterapicos em
ambientes e organismos aquaticos que a pesquisa propde-se em investigar a acdo do
extrato etanolico bruto da folha da Hymenaea martiana na producédo do biofilme in vitro
e através de um modelo ex vivo, utilizando como substrato epitélio de til&pia, avaliar sua
acdo toxicoldgica e frente a importantes fatores de viruléncia envolvidos no processo

infeccioso da Aeromonas spp. isoladas de Tilapia do Nilo cultivadas.

2. Revisao de literatura

2.1. Tilapicultura: aspectos gerais

A carne de peixe € uma importante fonte de proteina, com alto valor
nutritivo para consumo humano, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS)
recomenda um consumo anual de 12 kg/habitante. Em uma década (2003 a
2013) o consumo nacional de pescado aumentou mais de 100%, atingindo um
consumo médio de 14,5 kg habitante/ano em 2013. Ademais ndo s6 0 consumo
interno, mas também o mundial continuam a crescer, tornando a carne cada vez
mais procurada pelos consumidores (MPA, 2014).

Esse aumento no consumo de peixes, que surgiu no final da década de
noventa, trouxe a necessidade de se cultivar animais em quantidade, mas com
qualidade de venda (Figuereido e Valente, 2008). A tilapicultura é a
nomenclatura dada a producédo de Tilapias, peixes de origem africana do vale do
rio Nilo, no Egito, que apresenta como espécie mais cultivada a Tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus). Com as expansdes comerciais e a exportacédo, a tilapia
hoje esta presente em todo 0 mundo como um dos animais aquatico, de cultivo
terrestre, de maior valor econdmico, disputando a lideranga com a carpa (Furuya
etal., 2010).

Ja totalmente difundida em quase todo territorio brasileiro é o peixe mais
criado no Brasil e isso se deve a uma série de caracteristicas da espécie e do
mercado consumidor que Vviabilizam e consolidam economicamente sua
producdo. A especie, por ser pouco exigente, apresenta uma grande capacidade
de adaptacdo em diversas condi¢fes ambientais, além de pontos importantes

como pouca susceptibilidade a doengas parasitarias, suporta grandes variagdes
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de temperatura, reproduzem-se facilmente e sobrevive em aguas com baixos
niveis de oxigénio dissolvidos o que facilita seu cultivo. Para consolidar a
viabilidade da sua criacdo a Tildpia também apresenta excelente conversao
alimentar, rapido crescimento e baixo custo de producdo (Figueiredo e Valente,
2008; Fitzsimmons; Martinez-Garcia; Gonzales-Alanis, 2011).

A criagdo desse peixe € realizada principalmente em viveiros escavados e
tanques-rede. O primeiro sistema é caracterizado por menor densidade de
estocagem comparada com o sistema em tanques-rede, onde a biomassa por
unidade de volume € alta. Em sistema intensivo a Tilapia, em comparacdo com
outras espécies cultivadas no Brasil, tem um ritmo de crescimento rapido
(Furuya et al., 2010).

2.1.1. Modelos de cultivo (Tilapia do Nilo)

O modelo de cultivo influéncia muito na ocorréncia de doencas e no
controle destas (Kubitza, 2011). Ha hoje quatro modelos de cultivo utilizados:
extensivo, semi-intensivo, intensivo e o super-intensivo (Figueiredo e valente,
2008).

O modelo extensivo, ou natural, é regido pelo principio da autonomia,
em que os corpos d’agua, em sua maioria, pequenos lagos, sdo acondicionados
para receber 0s primeiros animais, chamados de matrizes, pois dardo inicio ao
cultivo por meio de reproducdo sem auxilio ou emprego de técnicas e
tecnologias (Mansour e Esteban, 2017).

A alimentacdo é composta de cultivo de micro algas, também de maneira
extensiva, e a producdo é contabilizada pela retirada do excesso de animais na
fase adulta, evitando a superpopulacdo e os efeitos negativos que isso acarreta
(Garcia et al., 2013). Este modelo é caracterizado pela baixa frequéncia de
infeccbes bacterianas, baixa produtividade, a contaminacgéo do solo é irrisoria, e
as atividades de manejo do cultivo sdo o acompanhamento da qualidade da agua,
apenas para se evitar niveis toxicos dos compostos diluidos no ambiente,
controle de ervas daninhas nas margens e de predadores, como anfibios e aves
de rapina, que predam os alevinos e os adultos, respectivamente (Figueiredo e
Leal, 2008; Mansour e Esteban, 2017).

Com a inclusdo de ragdo especifica para os animais e suas diversas fases,

aumento da densidade populacional e aeradores, o cultivo passa a ser
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denominado de semi-intensivo, neste sistema os animais ja sdo o foco dos
pecuaristas, passando a elevar o cuidado com o0s animais, e incrementar o
investimento (Cyrino et al., 2004).

As atividades dos tratadores agora, além dos ja citados no sistema
extensivo, incluem a alimentagdo com racdo comercial dos peixes, que
apresentam diferentes tamanhos de pellets e concentragdo de proteina, permitem
um aumento na populacdo confinada, que podem ser ainda cultivados em
pequenos lagos ou em tanques escavados, e a presenga de aeradores, que se
tornam recomendados tanto pelo aumento do nimero de animais presentes por
metro quadrado de lamina d’agua, quanto pelo aumento da matéria organica,
promovida pelos excrementos dos animais ali contidos, quanto pela propria
sobra de racdo, cuja quantidade ofertada deve ser regulada com base na
biomassa de cada tanque, oxigénio dissolvido e temperatura no momento da
oferta (Scorvo et al., 2010; Kubitza, 2011; Garcia et al., 2013; Figueiredo e
Valente, 2008).

Este sistema de cultivo possui uma maior frequéncia da incidéncia de
doencas, principalmente por bactérias que formam o biofilme bacteriano, quanto
por parasitas, pois 0 aumento da densidade populacional promove a colonizagéo
bacteriana e o surgimento de animais doentes e contaminantes (Pavanelli et al.,
2008; Figueiredo e Leal, 2008; Jimenez, 2007; Leira, 2017).

Ja o sistema intensivo, além do ja exposto acima, inclui renovacdo da
agua de cultivo ou o uso de filtros bioldgicos, masculinizacdo dos animais,
bercario para uma melhor performance dos récem-nascidos, matrizes separadas
dos juvenis, tanques de alvenaria e biometria periddica dos animais destinados
ao comércio (Cyrino et al., 2004; Kubitza, 2011; Mansour e Esteban, 2017) .
Este sistema é o mais utilizado atualmente, por permitir, até entdo, que o local de
cultivo possa ser o mesmo, do extensivo e do semi-intensivo, alteragdes
estruturais significativas (Mansour e Esteban, 2017).

Este sistema, por possuir um manuseio mais constante dos animais, que
sdo o0s que ocorrem logo apds a eclosdo dos ovos (caracterizado pela formacgéo
da “nuvem” de alevinos), divisdo do plantel em tanques com menor populagao
por ocasido do crescimento e as biometrias para acompanhamento do
desenvolvimento dos animais, sua populagdo mais densa e o estresse do manejo

citado anteriormente aumenta as ocorréncias de bacterioses, principalmente das
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provocadas por aeromonas, que neste sistema uma infeccdo bacteriana pode
levar & perda da populagdo de um tanque inteiro (Scorvo-filho et al., 2010).

Uma das alternativas ao sistema de cultivo tradicional, que também ¢é
considerado intensivo € o uso de tanques rede. Constitui-se de gaiolas de
material resistente que fica mergulhado em corpos d’agua, de preferéncia em
rios largos cujo fluxo de &gua seja lento e constante. Este método facilita as
trocas periddicas de 4agua, que ocorrem o0 tempo todo, melhorando o
desenvolvimento do animal, pois a agua esta sempre limpa, nova, e oxigenada
(Mansour e Esteban, 2017; Scorvo-filho et al., 2010; Garcia et al., 2014).

Mas alguns cuidados devem ser tomados, o local de ancoragem dos
tanques ndo deve ser proximo de saida de dejetos urbanos, nem ser instala
préximo a nascentes ou estacdes de tratamento (Figueiredo e Leal, 2008). O uso
de antibmicrobianos convencionais deve ser evitado ao maximo, e a quantidade
de racdo ofertada deve ser o suficiente para 0s animais consumirem
imediatamente, evitando deposi¢cdo de sobras no leito do rio. Quanto as
infeccdes, principalmente bacterianas, os animais estdo expostos a qualquer
surto, apesar disso o risco € baixo por conta da renovacgdo constante de agua, o
que impede o acimulo de bactérias por &gua parada (Trang et al., 2017).

Por fim, o sistema denominado de super-intensivo € caracterizado pelo
acréscimo de técnicas no cultivo, como a reproducdo assistida e de tecnologias
como os tanques de bioflocos e a necessidade vital de um controle biolégico,
modificando a aparéncia da planta de cultivo que deixa de se assemelhar com
um complexo rural para se parecer mais com um laboratério (Trang et al., 2017).
Neste nivel de cultivo os tanques usados na fase de crescimento deixam de ser
0s escavados, ou de ser a céu aberto, e sdo colocados dentro de um laboratorio,
que possui ventilacdo controlada e iluminagdo por meio de telhas transltcidas ou
uma iluminacdo totalmente artificial. O controle biolégico exige limpeza
constante das instalacdes e asseio por parte dos profissionais envolvidos, além
de matrizes, quando obtidas externamente, de linhagens selecionadas
geneticamente e sanitariamente (Kubitza, 2011; Figueiredo e Leal, 2008; Leira,
2017).

A reproducdo assistida é feita por meio de inducdo hormonal e
inseminacao artificial. Os tanques de cultivo séo adaptados para o processo de

biofloco, que utiliza filmes bacterianos, formados por bactérias probioticas,
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micro-algas e microcrustaceos cultivados nas proprias instalacfes de cultivo.
Este sistema é mais sensivel a presenca de bactérias patdgenas, que quando
conseguem se infiltrar nos tanques e iniciar sua colonizagdo, competindo com as
bactérias do biofloco ocasionam a perda total dos tanques, que por este perigo,
sdo separadas em salas individuais e com alto controle bioldgico (Kubitza,
2011).

Os sistemas de cultivo, a medida que necessitam de maiores
investimentos tecnologicos, técnicos e financeiros, também possuem retorno
condizente, apesar de terem riscos crescentes, pois 0 investimento pode ser
perdido sem o controle da estocagem em densidades elevadas, ma qualidade de
agua, diminuicdo da oferta de alimentos e conversdo alimentar, produzindo um
ambiente hostil e de estresse aos animais (Scorvo-filho et al., 2010; Garcia et al.,
2013).

Estes fatores refletem na homeostasia e baixa de imunidade dos peixes,
predispondo-0s ao ataque de organismos patogénicos (Telli et al., 2014). Esse
efeito deletério na Tilapia resulta em peixes mais susceptiveis a infeccdes e
mortalidades (Garcia et al., 2014; Pavanelli et al., 2008). As enfermidades sdo
parte integrante da existéncia de todos os animais, incluindo as populacgdes de
peixes de um ambiente natural ou cultivado (Jimenez 2007).

2.2. Enfermidades por patégenos aquaticos

Jimenez (2007) define que as enfermidades sdo processos cuja
caracteristica é a interferéncia que modifica o estado normal do organismo, por
conta de fatores bidticos (organismos proximos), abidticos (&gua, gases,
compostos organicos), genéticos (prédisposicdo ou deficiéncias) ou nutricionais
(mé& alimentacéo, deficiéncias ou ma qualidade do alimento).

Nos fatores bidticos estdo inclusos os patdgenos, ou agentes infecciosos,
que podem ser caracterizados pela obrigatoriedade ou ndo da infeccdo no
hospedeiro como parte do seu ciclo de vida. Outro aspecto pertinente aos
patdgenos é a viruléncia, capacidade do organismo infectante de causar
enfermidades. Os fatores que definem essa viruléncia dependem da genética do
agente, pois a espécie, a cepa, a sorologia e o genotipo definem as capacidades

do organismo em questdo (Noga, 2000).
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Muitos patogenos habitam os ecossistemas, virus, bactérias, fungos e
protozoarios, que sdo caracterizados como patdgenos por infectar o hospedeiro,
se beneficiando dos produtos do metabolismo deste e causando problemas de
salde, levando a morte do hospedeiro (Sharma et al., 2003).

Esses e outros patogenos podem ser divididos em 2 grandes grupos:
macroscopicos e microscopicos. Os macroscépicos sdo representados, dentre
outros, pelos nemétodos, cestodos e copépodos. E os microrganismos pelos
virus, bacterias, rickettsias e protozoarios (Noga, 2000).

As enfermidades sendo uma disfuncdo causada por patdgenos, é
necessario um nexo causal para que o agente infeccioso se infiltre no
hospedeiro, que envolvem as condigdes ambientais, fatores nutricionais e de
estresse do animal e a resposta do sistema imune, Reno (1998) mostra que estes
aspectos estao envolvidos no processo de enfermidade e infecgdes.

Os macroparasitas mais comuns em peixes sdo 0s copépodo, sendo o
género Lernaea 0 mais encontrado parasitando as branquias e em sistemas de
cultivo de alta densidade onde consegue se multiplicar em abundancia, seu
diagnostico é realizado pela presenca de fémeas adultas nos peixes, 0s estagios
anteriores a este sdo de dificil deteccdo e o tratamento é baseado em alteragdes
dos parametros da agua de cultivo, como o aumento da salinidade ou pelo uso de
organofosforados (Jimenez, 2007).

Os microparasitas, como virus e bactérias, em especial, possuem um
ciclo de vida menor que a do hospedeiro. As enfermidades por elas causadas séo
caracterizadas pelo local da infeccdo no hospedeiro, as localizadas nas
branquias, epitélio, muasculos e trato gastro-intestinal sdo as mais comuns.
Algumas bactérias sdo mais comumente encontradas em determinadas regides,
mas ha bactérias que possuem capacidade de se instalar em todo o corpo do
peixe. Seus sintomas, alguns mais especificos que outros, incluem granulomas,
hemorragias, necroses, disfuncGes sistémicas, alteraces comportamentais e no
aspecto do animal infectado (Inglis et al., 1993).

O ambiente aquéatico é bem propicio para o desenvolvimento destes
patogenos, pois todos 0s organismos vivos necessitam de agua para viver. E séo
nestes ambientes que os patdgenos bacterianos sdo bem variados, com diversos

géneros compondo o seu perfil, como os géneros Cryptosporidio,
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Campylobacter, Pseudomonas e Aeromonas difundidos nos corpos d agua
(Sharma et al., 2003).

Os virus também estdo presentes na &gua, mesmo potavel, como o
Norovirus, encontrado por Tian et al. (2017) em agua utilizada na agricultura.

As identificacbes dos agentes infecciosos bacterianos, sdo feitas por
meio de exames laboratoriais, como cultura in vitro, histopatologia e
histoquimico (Luna, 1968) e com mais precisdo 0s exames genéticos como a
reacao em cadeia de polimerase, PCR (Mauel et al., 1996).

Entretanto as bactérias, segundo Telli et al. (2014) ainda sdo os
organismos que mais causam infeccdo e mortalidade em ambientes de cultivo de

animais com grande demanda populacional.

2.2.1. Bacterioses

A presenca de bactérias nos mais diversos ambientes é constante,
encontram-se bactérias nas regides mais gélidas do planeta, em ambientes
vulcanicos, nas porcbes mais rarefeitas da atmosfera e nas profundezas abissais
dos oceanos, obviamente que cada ambiente especifico possui sua populacdo
bacteriana especifica e adaptada para as condi¢des ali encontradas (Leira et al.,
2017). Apesar desta presenca constante nos ambientes, poucas sao as bactérias
que causam efetivamente doencas, ou cujo efeito seja negativo para um ou outro
ser vivo que também ocupe aquele ambiente (Ben-Jacob, 2009).

O contato com bactérias patdgenas é constante nos ambiente, sendo
observado que animais com sistema imune deprimido adoecem mais
constantemente (Telli et al., 2014; Pavanelli et al., 2008). O que faz com que
todos os animais ndo adoecam ao mesmo tempo e pelas mesmas bactérias é o
sistema imune que impede surtos constantes de bactérias (Leira et al., 2017).
Mas quando a concentracdo de determinada bactéria aumenta de maneira
significativa e tem contato com um hospedeiro susceptivel o surgimento da
enfermidade aumenta (Telli et al., 2014; Jimenez, 2007; Burridge et al., 2010).
Quando um animal fica doente por determinada bactéria, € natural que haja uma
resposta imune, que quando suficiente sobrepuja a infeccdo, restaurando a
condicgdo sanitaria do hospedeiro e em alguns casos possui um mecanismo de

memoria que quando a mesma bactéria volta a agredir o hospedeiro a resposta
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deste é mais rapida e eficiente que a resposta anterior (Guo et al., 2015; Hirsch
et al., 2006).

N& s6 a concentracdo bacteriana promove o desenvolvimento de
doencas, mas 0 aumento da concentracdo de uma Unica espécie bacteriana, pois
em ambientes em que diversas cepas de bactérias estdo presentes, dificilmente
uma cepa consegue infectar o hospedeiro nao-susceptivel, pois a competi¢do
entre as bactérias por sitios de adesdo, nutrientes e espaco reduz sua viruléncia
frente ao hospedeiro (Leira et al., 2017; Guo et al., 2015; Jingjing et al., 2016).

As bacterioses sdo infeccdes causadas por bactérias, em muitos casos de
uma Unica cepa, que ao conseguir se sobressair frente as outras bactérias
competidoras, consegue espago e recursos nutricionais para se multiplicar
exacerbadamente, com este aumento de sua densidade consegue se infiltrar nos
organismos hospedeiros, por meio de rupturas do tecido epitelial, por ingestéo
ou aspiracdo, entretanto outras formas de infeccdo sdo menos comuns mas
possiveis, como intra-auricular, intra-ocular e sexualmente (Jingjing et al., 2016;
Costa et al., 2010; Basson et al., 2007).

Ainda para estabelecer a bacteriose, 0 microrganismo em questdo deve
superar outros obsticulos, como o sistema imune, quando a infec¢do é por
invasdo cutanea e sanguinea, a acidez estomacal nos casos de ingestdo e 0 muco
pulmonar, no caso de aspiracdo por animais terrestres, 0s animais aquaticos sao
mais vulneraveis, por estarem em contato constante com a agua, que pode estar e
neste caso o tempo de exposicdo influencia no éxito da infeccdo (Leira et al.,
2017; Pavanelli et al., 2008; Tavechio et al., 2009 ).

O objetivo da infeccdo é se aproveitar do ambiente com menor ndmero
de competidores e mais nutrientes, como mauasculo, sangue e 6rgdos. A
temperatura corpérea do hospedeiro também influencia no sucesso de
colonizacgdo da bactéria, e consequente enfermidade caracterizada genericamente
de bacteriose (Leira et al., 2017). As bacterioses mais comuns em ambientes
aquaticos sdo provocadas por bactérias existentes em demasia em cada corpo
d’agua (Telli et al., 2014). Em ambientes marinhos e estuarinos bactérias do
género Vibrio sdo comumente isoladas de peixes e crustaceos e capazes de se
multiplicar sem hospedeiro, estando na lista das espécies mais comuns o Vibrio
parahaemolyticus, V. vulnificus, V. alginolyticus e V. fluvialis (Tall et al., 2013;

Penduka, 2011). J& em corpos dulcicolas, a presenca maior é de bactérias do
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género Aeromonas e Psedomonas, outras bactérias também vivem nestes
ambientes, mas sdo menos frequentes como agentes infecciosos e por isso é dada
menos importancia a elas (Jimenez, 2007; Valladao e Pilarski, 2015).

As infeccOes provocadas pelas aeromonas e pseudémonas provocam
sintomas semelhantes, mas necessitam ser identificadas para orientar o
piscicultor na escolha do antimicrobiano e protocolo de tratamento mais
recomendado (Jimenez, 2007).

Dentre os sintomas mais comuns estdo formacdo de abcessos
subcutaneos, gastrites, enterites, hemorragia interna, necrose de partes do peixe,
levando o animal a morte. Quando as infec¢Ges sdo menos intensas e 0 animal
consegue responder & infecgdo em curso, os cuidados ndo podem ser reduzidos,
pois o sistema imune do animal, ja se apresenta estressado, abrindo portas para
outras infeccdes bacterianas e ao aparecimento de fungos, muito comum em
baixas temperaturas, associado ao apetite reduzido do animal, induzido também

pela infeccdo bacteriana priméria (Janda e Abbott, 2010; Leira et al., 2017).

2.2.2. Aeromonas: Aeromonas spp. em cultivos aquaticos

A presenga de espécies do género Aeromonas € comum nos ambientes
aquaticos, principalmente dulcicola, mas encontrados também no solo, aves e
animais de sangue frio (Ribeiro, 2001). Impressionam pela sua patogenicidade e
assim possibilidade de causarem infec¢bes severas nos animais acometidos
(Onaka, 2009). Pertencem a familia Aeromonadaceae que engloba
microrganismos fermentadores da glicose, anaerdbios facultativos e oxidase
positiva (Tavares et al., 2011).

Santos (1981) verificou a microbiota de peixes de &agua doce em
diferentes paises e relatou que animais provenientes de agua frias ha uma
predominancia de espécies bacterianas gram-negativas sobre as gram-positivas,
e que nos peixes capturados em regides tropicais existia um equilibrio entre as
duas. Ressaltou que a microbiota predominante em peixes de &gua doce é
composta por: Aeromonas spp., Acinetobacter spp., Micrococcus spp.,
Pseudomonas spp. e bactérias coliformes. Na Venezuela Alvarez e Agurto
(2000) identificaram a microbiota predominante das Tilapias pesquisadas e

encontraram os géneros Aeromonas e Plesiomonas.
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As aeromonas sdo gram-negativas e conforme descrito por Garcia-Lopez
et al. (2004) e Palumbo et al. (2001), séo distribuidas em dois distintos grupos:
um composto pela espécie ndo moveis e psicrotroficas (exemplo: A.
salmonicida) e o outro pela linhagem mdvel e mesofilica (exemplo: A.
hydrophila, A. caviae e A. sobria). Sdo anaerobios facultativos, produtores de
enzimas catalase e oxidase e fermentadores de glicose. Os valores do Ph para
crescimento oscilam entre 5,5 e 9,0. As Aeromonas spp. possuem diferentes
morfologias celulares com varia¢es na forma e tamanho. Algumas linhagens se
apresentam na forma de filamentos, mas comumente podem se apresentar
cocoide a bacilares, retos ou curvos com extremidades arredondadas, medindo
de 1 a 3,5um. A motilidade deve-se a presenca de flagelos, que dependendo da
linhagem podem ser Unicos ou mdaltiplos e laterais. A temperatura minima de
crescimento varia entre 0 e 5 © C, a maxima entre 38 e 41 ° C , sendo a 6tima
entre 22 e 28 ° C (Delamare et al., 2002 e Martin-Carnahan e Joseph, 2005)
.Garcia-Lopez et al. (2004) também citaram em pesquisa a temperatura ideal
para 0 desenvolvimento das aeromonas, sendo esta a 28° C, in vitro, onde
Palumbo et al. (2001) confirmaram verificando que em varias reacgdes
bioquimicas de diversas estirpes de aeromonas moveis isoladas de peixes,
mostraram resultados negativos a temperatura de incubacdo a 37° C e positivos a
28° C.

A presenca, em grandes concentracdes, de bactérias patdgenas, dentre
elas as do género Aeromonas, € justificada pela sua alta competitividade em
relacdo a outras bactérias, sendo incluidas dentre os mecanismos de
competitividade, os fatores de viruléncia, os mecanismos de defesa, e
capacidade de reproducdo, o que confere, em grande parte, a alta capacidade de
colonizacdo por parte dessas bactérias (Starliper et al., 2015).

Em virtude de sua grande presenca em aguas doce, infecgdes em peixes
causadas por Aeromonas spp. Sd0 comuns, apresentam uma ampla gama de
hospedeiros e altas mortalidades (Starliper et al., 2015). Jimenez (2007) em seu
livro “enfermidades de Tilapias cultivadas” afirma que as infecgdes por
Aeromonas spp. séo provavelmente as mais comuns em peixes de agua doce e
que todos 0s organismos vivos presentes na dgua sdo susceptiveis a esta doenca.
Gowda Tanuja et al. (2015) citam também a presenca e bom desenvolvimento

das aeromonas mdveis em aguas salobras.
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Dentre as espécies de aeromonas mais encontradas associada as infeccdes
em peixes estdo a A. hydrophila, A. sobria, A. caviae e A. veronii. Estas
bactérias tém sido isoladas de érgdos internos e de mucosas, sua incidéncia é
maior em aguas contaminadas. Fatores importantes que predispbem a
proliferacdo destas bactérias sdo as altas temperaturas e variagfes subitas de
temperatura, alta densidade de peixes no ambiente, seja ela de cultivo ao ndo,
contaminacgdo organica e hipoxia (Tavares et al., 2012).

Esses microrganismos podem invadir a pele dos peixes por lesdes muitas
vezes causadas por ectoparasitos presentes na agua (Pavanelli et al., 2008).
Dentro da patogenia da aeromonas séo registradas as lesdes desde superficiais
até profundas na pele, originando uma septicemia tipica de bactérias gram-
negativas. Essas lesGes incluem hemorragias, necroses que podem vim a se
tornar Ulceras de coloracdo avermelhadas, estendendo-se ao musculo (Zago,
2012). Em alevinos de Tildpia do Nilo cultivadas a infeccdo por aeromonas
atinge o masculo estriado dos raios da nadadeira dorsal, caudal e ventral. Estas
bactérias proliferam nestes tecidos, resultando em processos hemorragicos
avancados, laceracao e perda parcial ou total das nadadeiras (Jimenez, 2007).

E importante ressaltar que a Aeromonas sdo patégenos emergentes com
infeccbes locais e sistémicas em hospedeiros tanto imunologicamente

suprimidos como competentes (Palu et al., 2006; Seshadri et al., 2006).

2.3. Fatores de viruléncia bacterianos

O grau de patogenicidade dentro de um determinado género ou espécie é
chamado de viruléncia. A viruléncia ndo esta atribuida a um unico fator, e sim, a
varios fatores relacionados com o microrganismo, ao hospedeiro e a interacao
entre os dois, podendo ser definida como a habilidade de uma cepa provocar a
doenca em um ponto final especifico. A viruléncia envolve duas caracteristicas
de um microrganismo patogénico: infecciosidade (capacidade de poder iniciar
uma infecgdo) e a gravidade de condigéo da infeccdo. Podemos caracterizar as
cepas em: com alto grau de viruléncia, médio grau de viruléncia ou sem
viruléncia (avirulentas), dentro de um género ou espécies de microrganismos
que na maioria das vezes sdo considerados patogénicos (Nogueira e Miguel,
2012). Para a bactéria isso pode ser medido de varias formas, tais como estudo
de letalidade (dose letal 50% (LD%)), forca de patogenicidade (grau de
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invasividade ou producdo de toxinas), ou outros atributos (Janda e Abbott,
2010).

Alguns fatores de viruléncia sdo conhecidos e comuns de muitas
bactérias como a adesdo, capacidade dos microrganismos de se fixarem nas
células e tecidos hospedeiros; invasdo, onde a penetracdo bacteriana nas células
do organismo se da pela fagocitose e toxinas, substancias de origem bacteriana
capazes de causar danos no organismo (Yu et al., 2005). Entre esses fatores,
alguns estao relacionados com a colonizacdo do microrganismo e outros com as
lesGes do organismo (Li et al., 2011).

As bactérias de um modo geral possuem mecanismos de colonizacao,
infeccdo, competitividade e sobrevivéncia, que Sd0 expressos por compostos
produzidos em determinadas circunstancias e formas de adesdo aos substratos
presentes no ambiente. As bactérias possuem caracteristicas em comum, mas sao
todas diferentes, por conta dos processos evolutivos, possuindo adaptacdes que
foram sendo incorporadas a si por conta da variabilidade ambiental, também
chamada de pressdo da variacdo ambiente, e que hoje vemos apenas as bactérias
que obtiveram éxito no processo evolutivo ao longo dos tempos (Hidalgo e
Figueira, 2012; Costa et al., 2010; Basson et al., 2007).

Atualmente as bactérias possuem uma grande variedade de fatores de
viruléncia, apesar de cada bactéria possuir os fatores de viruléncia que fizeram
ela sobreviver ao processo evolutivo, o que leva a concluir que as bactérias que
ndo estdo presentes hoje no ambiente ndo possuiam tais fatores (Wilson et al.,
2002).

Os fatores de viruléncia sdo expressos fenotipicamente pela producédo de
compostos que atuam no sentido de agredir as bactérias competidoras pelos
sitios de adesdo ou pelos fatores de nutricdo dispersos no ambiente em que
vivem, manutencdo do ambiente em que esta inserido, motilidade para
locomocdo para ambientes mais propicios ao seu desenvolvimento e formacéo
dos biofilmes, que auxiliam na sua sobrevivéncia e perpetuacdo (Nogueira e
Miguel, 2012; Hall- Stoodley et al., 2005).

Geneticamente, os fatores de viruléncia sdo expressos pela presenca dos
genes que produzem as substancias encontradas no biofilme, nas col6nias e na

formacéo de flagelos e pili, que determinam ainda o tamanho do flagelo, seu
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numero e posic¢ao, bem como dos pili (Rutherford e Bassler, 2012; Merino et al.,
1997; Gavin et al., 2003).

A viruléncia de uma bactéria, ou forca de sua viruléncia, estd ligada a
presenca dos genes de viruléncia, mas condicionada & expressividade deste gene,
ndo bastando a bactéria possuir o0 codigo genético para tal fator, mas esse codigo
estar ativo. Contudo forca de sua viruléncia é de dificil mensurac&o, pois ndo ha
relacdo direta entre a expressividade fenotipica do fator de viruléncia, em
quantidade e qualidade, e sua capacidade de desenvolvimento e capacidade de
produzir enfermidades (Ben-Jacob, 2009; Scoaris et al., 2008).

Dentre os fatores de viruléncia, hd cinco que sdo destacados pela
literatura: formacdo de biofilme; formacdo de flagelo e pili; producdo de
proteinas estruturais, fosfolipideos e polissacarideos; producdo de hemolisina;
producdo de colagenase, protease sérica, metalloprotease, enolase e lipase
(Rasmussen-Ivey et al., 2016).

A formacdo de biofilme é a formacdo, em conjunto ou ndo com outras
bactérias, de um filme gelatinoso que agrega nutrientes préximos a colonia
bacteriana e mantém um ambiente com maior estabilidade, em comparacdo com
o ambiente sem o biofilme, impedindo variagdes bruscas nas caracteristicas
ambientais, e auxiliando na adesdo da bactéria ao substrato que pode ser epitélio
animal (Pavithra e Doble, 2008).

A producdo de flagelo e pili se refere a producdo de mecanismos de
motilidade celular, sem o0s quais a bactéria ndo consegue se locomover para
locais mais propicios ao seu desenvolvimento. Os flagelos sdo usados como
grandes “remos” fazendo movimentos que promovam seu deslocamento em
meios aquosos e semi-aquosos, desta maneira a bactéria consegue se afastar da
populacdo que ja ocupa uma determinada localizagio e até “cagar” nutrientes por
si s6. Os pili se assemelham a pelos curtos, por toda a extensdo da bactéria,
permitindo o mesmo processo do flagelo, mas atuando como pequenos “remos”,
gue movimentam a bactéria e podem ajudar na aderéncia aos substratos
(Rasmussen-Ivey et al., 2016; Wilson et al., 2002 Gavin et al., 2003) .

A producédo de proteinas estruturais, fosfolipideos e polissacarideos sdo
para a bactéria se proteger das defesas do hospedeiro, impedindo que as células

de defesa a fagocitem e permitindo uma maior sobrevivéncia das bactérias que
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possuam este fator de viruléncia, pois garante um maior alcance de suas
infeccGes em hospedeiros ndo imuno-suprimidos (Janda e Abbott, 2010) .

A hemolisina produzida pelas bactérias confere a capacidade de destruir
componentes do sangue do animal, sendo classificado como componente
hemolitico, citotdnico e citotoxico, levando a infec¢bes hemofilicas a um grande
agravamento das infecgdes, quando estas atingem a corrente sanguinea
(Rasmussen-Ivey et al., 2016; Trabulsi e Alterthum, 2005).

Colagenase, protease sérica, matelloprotease, enolase e lipase, produzida
pelas bactérias, sdo usadas como agentes de degradacao dos tecidos dos animais
infectados, levando o0s hospedeiros a quadros de sepse sisttmica, 0 que
dificilmente consegue ser tratado com eficiéncia nos animais doentes, levando-
os rapidamente & morte, 0 que dependendo do sistema de cultivo, pode levar a

perda de todo o lote cultivado (Rasmussen-Ivey et al., 2016).

2.3.1. Fatores de viruléncia relacionados a aeromonas.

O mecanismo de patogenicidade de Aeromonas ssp. é complexo e ainda
ndo foi muito bem esclarecido. A viruléncia é considerada multifatorial. As
aeromonas produzem varios produtos extracelulares biologicamente ativos, tais
como: hemolisinas (aerolisinas), citotoxinas, enterotoxinas, proteases,
leucocidinas, fosfolipases, elastases, DNAses, adesinas e, ainda, colinesterases e
endotoxinas. A capacidade de produzir diversos fatores de viruléncia contribui
para a patogénese da doenga ocasionada por esse grupo bacteriano (Trabulsi e
Alterthum, 2005).

Os fatores de viruléncia produzidos por aeromonas podem ser
classificados em: produtos extracelulares e estruturas associadas a células. Entre
os fatores extracelulares mais relatados estdo as hemolisinas, enterotoxinas,
proteases, amilases e quinases e em relacdo as estruturas associadas as células,
podem ser descritos: pili, flagelos, proteinas de membrana externa,
lipopolissacarideos e capsulas (Janda e Abbott, 2010; Epa, 2006).

Murray et al. (2000) e Garcia-Lopez et al. (2004) também relatam os
principais fatores de viruléncia associados a Aeromonas spp. e entre alguns eles
destacam as lipases, que sdo patogénicas para peixes, principalmente a
glicerofosfolipideo-colesterol-aciltransferase (CGAT) que causa lise de

membranas celulares e eritrocitos e as proteases que sao capazes de causar danos
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tissulares, invadindo o hospedeiro, permitindo desta forma o aporte de nutrientes
necessarios ao desenvolvimento do microrganismo.

Em estudos realizados, foram identificados trés tipos de proteases
produzidas por Aeromonas spp. as da serina termoestaveis, as termolabeis e as
sensiveis ao EDTA (Jensen et al., 2014). Corroborando com os relatos citados,
Falgas (2003) afirmou que as espécies de Aeromonas spp. aparecem também
associadas nas infeccOes de feridas e enfatiza que os fatores de viruléncia
atribuidos a Aeromonas spp. sdo as lipases, proteases, fimbrias, capsulas de
polissacarideos, entre outros.

A aderéncia € um importante fator para o género Aeromonas, que tanto
se apresentam como bactérias oportunistas como emergentes e primarias
causadoras de infec¢bes (Huang et al., 2015). Dois sistemas de aderéncia séo
bem conhecidos: os mediados por fimbrias e os mediados por capsulas.
Enquanto as fimbrias mediam a adesdo e sdo importantes durante o estagio
inicial de colonizacdo, a motilidade e quimiotaxia do flagelo bacteriano
permitem a disseminacdo para novos sitios (Rutherford e Bassler, 2012; Jandar e
Abbott, 2010).

Segundo Merino et al. (1997) as fimbrias também foram identificadas em
dois grupos:pequenas e rigidas, que ocorrem em um grande nimero de bactérias,
e as fimbrias longas e flexiveis, que ocorrem em um pequeno numero de células
bacterianas e sdo estas estruturas que possibilitam a adesdo da Aeromonas spp. a
diferentes tipos de células. As aeromonas possuem capacidade de adesdo as
células teciduais, causando diversos graus de injaria nos tecidos, e a severidade
da doenca depende diretamente dos tipos de fatores de viruléncia envolvidos e
do estado imunolégico do paciente (Albert et al., 2000; Sinha et al., 2004; Sen e
Rodgers, 2004).

A movimentacdo de espécies de aeromonas em um ambiente fica sob
responsabilidade, entre outros fatores, de dois tipos de flagelos, o polar que
permite que o microrganismo nade em ambientes liquidos e o flagelo lateral
capaz de impulsionar a célula, aumentando a adesdo (Shimada et al., 1985).
Estudos observaram que o flagelo polar € essencial na invasdo das células de
peixes, na adesdo em epitélio de células humanas, além de estar estritamente
envolvida na producdo de biofilme por aeromonas (Huang et al., 2015; Wu et al.,
2014; Merino et al., 1997; Jingjing et al., 2016).
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Na década de noventa, Eley et al. (1993) e Franco e Landgral (1996)
encontraram duas enterotoxinas em Aeromonas spp., as citotbnicas e as
citotoxicas, essas comumente sdo mais produzidas pelas Aeromonas spp. e sdo
fatores de viruléncia importantes para processo infeccioso. De acordo com
Martins et al. (2002), a enterotoxina citotoxica, também conhecida como
“aerolisina” com atividade enterotOxica, citotoxica e hemolitica, tem sido
descrita como o mais poderoso fator de viruléncia associado a doencas
gastrintestinais, em humanos, causadas por aeromonas. A espécie A. hydrophila
é potencial produtora de exoenzimas termorresistentes, como lipases e proteases,
e esses produtos, mesmo tendo sua estrutura terciaria danificada durante o
processo de pasteurizacédo, sdo capazes de reorganizar a estrutura tridimensional,
tornando-se novamente ativos e passiveis de deteriorar 0s produtos
posteriormente obtidos (Chen, et al., 2003; Braun e Sutherland, 2005). Ainda a
despeito da relacdo entre potencial patogénico de aeromonas e produgdo de
toxinas hemoliticas, amostras ndo hemoliticas tém sido isoladas em infeccGes
humanas (Namdari e Bottone, 1990).

As bactérias tém necessidades de regular a expressdo de seus genes de
viruléncia para se adaptarem aos microambientes onde sdo obrigados a
sobreviver (Santos et al., 2010). O género Aeromonas apresenta uma gama de
genes relacionados com os fatores de viruléncia citados acima. Contudo essas
caracteristicas genotipicas ndo compreendem uma espécie bacteriana, pois
podemos encontrar diferencas genéticas em uma mesma estirpe (Jingjing et al.,
2016). Em sua maioria das vezes a relacdo da bactéria com o hospedeiro e o
ambiente € o0 que ird estabelecer a caracteristica necessaria para que o
microrganismo sobreviva e se desenvolva em um dado ambiente (Santos et al.,
2010).

2.4. Formacao de biofilme
A formagdo de biofilme ndo é apenas uma etapa da patogenicidade dos
organismos, mas o0 seu estabelecimento em tecido do hospedeiro (biético) ou
inanimado (abiotico), inibe a eficAcia das terapéuticas antimicrobianas e
proporciona protecdo contra mecanismos de defesa do hospedeiro. Além disso,
facilita a comunicacdo entre bactérias, a expressao de viruléncia, que cria um

nicho ecoldgico para microrganismos promoverem epizootias ou infecgdes
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recorrentes na aquicultura (Basson et al., 2007). O biofilme é o principal
mecanismo patogénico que leva & cronicidade e irredutibilidade das infeccOes
(Arciola et al., 2015).

A producdo de biofilme € um complexo equilibrio de producdo de
substancias poliméricas extracelulares, incluindo fibrilas amiléides e modulinas
polimerizadas soltveis em fenol (PSMs), e 0 seu catabolismo determinado pela
expressdo de enzimas tais como a protease, nuclease e peptideos (PSM)
(Schwartz et al. 2012). O mecanismo de formacéo do biofilme provavelmente
pode ser ativado em diferentes fases da patogénese da infeccdo, adaptando as
caracteristicas do biofilme extracelular em resposta a estimulos externos
(Houston et al., 2011). Seus componentes protéicos intervém em diferentes
estagios da sua formacdo: com certas proteinas contribuindo para a acumulacao
de biofilmes e outras a mediar a ligacdo primaria as superficies (Speziale et al.,
2014).

Alguns exopolissacarideos (EPS) desempenham funcbes fundamentais
como na mediacdo da adesdo de células bacterianas e a agregacdo entre as
células bacterianas. Eles também apresentam func@es estruturais na arquitetura
da matriz do biofilme, na adeséo bacteriana as superficies, bem como na invasao
ao hospedeiro (Arciola et al. 2015; Veiong et al. 2004). Os EPS também
contribuem para a estabilidade mecanica, permitindo ao biofilme suportar
cisalhamento de consideravel forca e que bactérias de vida livre possam se aderir
e colonizar superficies sélidas onde os nutrientes se acumulam (Costerton et al.,
1999; Sutherland, 2001). Membranas de células EPS também proporcionam
protecdo contra stress ambiental e devido a natureza idnica das capsulas, podem
ajudar a acumular minerais e nutrientes perto de bactérias (Weiner et al., 1995).

Os numerosos estudos sobre o controle genético da producédo de biofilme
bacteriano tém levado a considerar muito complexa a expressdo fenotipica de
formacdo de biofilme. Estd complexidade é em parte devido a uma
multiplicidade de fatores que contribuem para a matriz extracelular do biofilme,
variando com as espécies bacterianas (Houston et al., 2011). Portanto uma série
de estimulos ambientais e em relacdo a densidade bacteriana é detectada pelas
células dos microrganismos para a expressao fenotipica da formacao de biofilme
(Arciola et al., 2015).



32

Na medicina humana os estudos ja foram além da procura de
combinacBes de antibidticos convencionais para erradicar as bactérias
produtoras do biofilme, a atencdo crescente estd sendo dada para identificar
novas substancias antibiofilme. Existe um grande interesse em contrariar o
biomaterial associado ao biofilme, com a utilizacdo de compostos que variam de
extrato de plantas, peptideos a moléculas de microrganismos sintéticos (Arciola
et al., 2015). A intencdo tornou-se ndo apenas de tratamento, mas também de
prevencdo do biofilme e segundo Campoccia et al. (2013) esse objetivo pode ser
alcancado através dos mecanismos moleculares de producdo do biofilme que é
controlado pelo desenvolvimento de biomaterial antibiofilme na superficies.
Assim a abordagem multidisciplinar para o tratamento e controle de biofilmes

tem resultado na valorizacdo crescente do papel que ele desempenha na saude.

2.5. Uso de fitoterapicos

Fitoterapicos é a denominacdo de produtos de plantas com acdo bioldgica
favoravel a manutencdo da sanidade ou inibi¢do e eliminacdo de condicbes
desfavoraveis a saude do organismo (Kijlstra e Eijck, 2006). De acordo com a
ANVISA, através da RDC n° 14 de 31/03 /2010 (Brasil, 2010), ¢ toda espécie
vegetal, cultivada ou ndo, utilizada como propoésito terapéutico. Plantas com
caracteristicas medicinais sdo utilizadas em muitas culturas a milhares de anos
para diferentes fins. Estima-se que no mercado mundial, cerca de 50% das
plantas sdo usadas na alimentacdo, 25% em cosméticos, 20% pela industria
farmacéutica e 5% em outras atividades (Embrapa, 2011; Silva, 2012).

Os Oleos essenciais, Oleos derivados, extratos alcoolicos, extratos
aquosos, dentre outros, que possuem um ou mais substancias produzidas pelas
plantas e que possuem atividade bioquimica de interesse sanitario, nutricional ou
medicinal apresentam-se como propaésito fitoterapico (Kijlstra e Eijck, 2006).

No que diz ao uso com fins terapéuticos de plantas em animais, Oliveira
et al. (2009) entrevistaram tratadores e gerentes de propriedades rurais em uma
feira de animais na cidade de Itapetinga — Goias e identificaram que 59,3%
utilizam plantas medicinais para tratar enfermidades nos animais. De acordo
com Santos e Alves (2012), segundo o levantamento bibliogréfico realizado,
observaram que entre trinta espécies de plantas estudadas, onze apresentaram

atividade antimicrobiana in vitro.
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Os fitoterapicos, em geral, possuem uma caracteristica em comum que €é
a presenca de compostos aromaticos e presenga na estrutura quimica de anéis de
benzeno, o que confere a planta e aos extratos odores caracteristicos, como 0s
presentes no alho, 6leo de cravo, canela e tantas outras, cuja descoberta se deve
ao saber popular, que com o tempo foi descobrindo e agregando estas plantas
medicinais como temperos e especiarias, sem o devido conhecimento cientifico,
que foi sendo pesquisado ao longo dos anos (Peixoto e Caetano, 2005).

Os produtos naturais derivados de plantas medicinais tém provado ser
uma fonte abundante de compostos biologicamente ativos, muitos dos quais tém
sido a base para o desenvolvimento de novas substancias quimicas e de produtos
farmacéuticos. Estas plantas ja estdo sendo introduzidas nas propriedades
agricolas, como alternativa para o controle de pragas e parasitas, uma vez que
em sua maioria sdo biodegradaveis e de baixa ou nenhuma toxicidade (Kulkarni
et al., 2013; Palombo, 2009 e Corréa e Salgado, 2011).

Os 6leos essenciais de plantas, por exemplo, (mistura complexa de
diferentes compostos aromaticos) estdo entre os principais compostos naturais a
serem estudada em peixes, pela sua vasta atividade antimicrobiana (Lang e
Buchbauer, 2012).

Muitos dos produtos naturais derivados de plantas apresentam efeito
citotoxico, caracterizado por serem lipofilicos, desta forma, eles ultrapassam a
parede celular e membrana citoplasmatica, podendo afetar a estrutura de
diferentes camadas de polissacarideos, acidos graxos e fosfolipidio, causando a
permeabilizacdo da célula. Em bactérias, a permeabilizacdo das membranas esta
associada a perda de ions e de reducdo do potencial de membrana, colapso da

bomba de proton e ao esgotamento do pool de ATP (Bakkali et al., 2008).

2.5.1. Género Hymenaea

Caesalpinioideae é a subfamilia onde encontramos 64 diferentes géneros
e 790 espécies nativas, entre arvores, arbusto e lianas (Barroso, 1991; Lewis,
2005). Entre os seus géneros esta 0 Hymenaea, considerado predominantemente
neotropical e constituido por um total de 16 espécies, onde 13 sdo encontradas
no Brasil (Kodama et al., 2007), ocorrendo com maior frequencia na Floresta
Amazonica, Caatinga, Cerrado, Floresta Atlantica e Pantanal (Ribeiro, 2010).
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Dentre as espécies deste género de maior importancia econémica e medicinal
estdo a Hymenaea courbaril, Hymenaea stigonocarpa e Hymenaea martiana,
encontradas principalmente em vegetagéo de cerrado (Judd et al., 2009).

A Hymenaea, popularmente conhecida como “jatoba”, sdo arvores de
troncos retos e cilindricos, de suber liso e de coloracdo cinza. As folhas sdo
compostas, bifolioladas, de filotaxia alterna com estipulas e peciolo livre do lado
interno. A floragdo e a frutificacdo tem inicio entre oito e doze anos de idade da
planta, e ndo sdo necessariamente anuais. No Brasil, florescem durante os meses
de dezembro a fevereiro e os frutos amadurecem entre 0s meses de agosto e
setembro (Barroso, 1991).

O perfil fitoquimico da casca do caule de H. stigonocarpa mostrou a
presenca de flavonoides e taninos condensados no extrato etandlico, 0s
flavonoides possuem funcBes antibacteriana, anti-inflamatoria, antialérgica,
dentre outros, e os taninos, também encontrado no extrato, possui funcdo
adstringente, cicatrizante e anti-séptico (Dimech et al., 2013), no suber
observou -se a presenca de amidos, agucares, terpenos e taninos e terpenos em
suas folhas (Pinto et al. 2000 e Lorenzi e Matos, 2002). Na H. coubaril pode-se
notar também a presenca de flavondides e &cido oleandlico (Rossi, 2008,
Bezerra, 2013 e Cipriano et al., 2014).

Essas espécies citadas do género Hymenaea ja sdo utilizadas no
tratamento de processos inflamatdrios e infecces bacterianas a muito tempo por
populacBes antigas (Agra et al., 2007). Sa et al. (2011) ao realizarem ensaios de
atividade antimicrobiana com uma variada gama de espécimes de plantas da
caatinga, destaca que houve atividade do extrato etandlico bruto, do género
Hymenaea diante do desafio em bactérias gram positivas e gram negativas.

Entretanto a maioria dos estudos sobre a atividade antimicrobiana de
extratos de plantas tém sido restritas a analise da sua atividade bacteriostatica e
propriedades bactericidas in vitro (Peixoto et al., 2009, Marino et al., 2010,
Lima et al., 2012 e Mendonga et al., 2014). Ainda sendo um desafio a
identificacdo e o estabelecimento dos efeitos exercidos pelos compostos ativos
presentes nessas plantas sobre o organismo animal, e de que forma realmente
agem (Rizzo et al., 2010, Peixoto et al., 2015 e Silva et al., 2012).

2.5.1.1. Hymenaea martiana
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A espécie H. martiana, conhecida popularmente como jatobé-vermelho,
encontra-se distribuida por algumas regides do Brasil, podendo ser encontrada
com mais facilidade nos cerrados de Minas Gerais, Bahia, Goias, Tocantins e na
floresta Amazénica (Lorenzi, 2005).

E uma planta de grande valor econémico, sendo a sua madeira utilizada
para a construcao civil e naval. Além disso, pode ser empregada na arborizagdo
urbana e em programas de recuperacdo de areas naturais degradadas (Lorenzi,
2005; Pestana, 2010). Estudos prévios tém demonstrado atividades anestésica,
analgesica e anti-inflamatdria relacionadas com os extratos do caule desta planta
que é utilizada no tratamento de diversas enfermidades, em que o suber do seu
caule, na forma de xarope e ch4, sdo utilizados no tratamento de problemas
respiratorios, inflamagdes, dores no estbmago, no peito, e na coluna, enquanto a
resina é utilizada como cicatrizante. Ha relatos ainda de que o extrato
hidroalcélico pode ser usado no tratamento de inflamagdes e de reumatismo
(Silva et al., 2012; Yunes e Carneiro, 2012).

Como constituintes da casca da H. martiana Hayne, encontramos
derivados antracénicos, as naftoquinonas e os flavondides que se apresentam
como produtos de composicdo dominante na planta (Braga et al. 2007, Zampini
et al. 2009 e Peixoto et al. 2015) .

Em toda cadeia aquicola, extratos de plantas estdo sendo consideradas
terapias alternativas para infestacbes parasitarias, para diminuir o estresse nos
transportes dos animais, para aumentar a atividade da lisozima, estimuladores de
crescimento e ganho de peso, além de aumentar a atividade fagocitica e um
ponto importante para o desenvolvimento dos cultivos que é a acdo bactericida
(Zhang et al., 2013; Kumar et al., 2013; Guo et al., 2015; Christybapita et al.,
2007; Cao et al., 2014).

A substituicdo dos antimicrobianos atuais por produtos fitoterapicos na
aquicultura ndo € utopia, pois diversas plantas medicinais apresentaram
atividade contra importantes bactérias patogénicas de peixes, como A.
hydrophila (Muniruzzaman e Chowdhury, 2008; Harikrishnan et al., 2009;
Harikrishnan et al., 2010c), S. iniae (Abutbul et al., 2004; Zilberget et al., 2010),
Streptococcus agalactiae (Zilberget al., 2010), Flavobacterium columnare
(Rattanachaikunsopon e Phumkhachorn, 2010), Pseudomonas fluorescens e

Edwardsiella tarda (Muniruzzaman e Chowdhury, 2008). A Tabela 1 mostra
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uma revisdo dos principais fitoterapicos utilizados no tratamento de bacterioses
de peixes. (Ushimaru et al., 2012; Dal-Pozzo et al., 2011).



Tabela 1: Revisdo dos principais fitoterapicos utilizados no tratamento de bacterioses de peixes

.Bactéria Hospedeiro Fitoterapicos Tratamento mais eficaz Resultados Autores
Tipo Planta Via Periodo Concentracio
A. hydrophila Channa punctatus  Extrato Solanum nigrum Agua 10min/dia 1g/L Recuperagdo das Rajendiran et al.
acelato por 30 dias lesGes. Potencial (2008)
etifico tratamento
A. hydrophila Carassius auratus  Extrato Azadirachta Administragdo 30 dias 2,50/Kg 0% de mortalidade Harikrishnan et al.
etanolico indica+Cucuma oral dos peixes tratados (2009)
longa+Ocignum
sanctum
A. hydrophila Cyprinus carpio Extrato Azadirachta Administracdo 30 dias 0,1% em 2% PV 50% de mortalidade e~ Harikrishnan et al.
aquoso indica+Cucuma oral 85% grupo controle (2010)
longa+Ocignum
sanctum
A. hydrophila Carassius auratus ~ Concocgdo Azadirachta Agua 5 min/dia 1% 6,7% de mortalidade e Harikrishnan et al.
indica+Cucuma por 45 dias grupo controle 33,3%  (2010)
longa+Ocignum
sanctum
A. hydrophilae  Barbodes Extrato do  Allium sativum Administragdo 10dias SID  40% em 3% PV 100% recuperagdo (A.  Muniruzzaman e
Pseudomonas goniontus bulbo oral hydrophila) e 90% Chowdhury (2008)
fluorescens recuperacéo (P.
fluorescens)
Edwardsiela Pangasius Decocgdo  Calotropis Administracdo 10 dias SID 62,5% em 3% PV 96,67% dos peixes Muniruzzaman e
tarda hypophthalmus gigantea oral doentes se Chowdhury (2008)
recuperaram
Flavobacterium  Oreochromis Extrato Centella asiatica Agua Unico 100mg/L 0% de mortalidade Rattanachaikunsopon
columnare niloticus aquoso banho, 2 dias dos peixes tratados e Phumkhachorm

apos desafio

(2010)
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2.6. Metodologias: modelo ex vivo

O desenvolvimento e a utilizagdo de metodologias alternativas aos
estudos realizados com animais de laboratério € meta de longa data dentro da
comunidade cientifica. Em 1876, na Gra-Bretanha, foi desenvolvida a primeira
legislacdo especificamente para regulamentar a utilizagdo de animais em
experimentos (Stephens et al., 2001). Porém, foi em 1954 que a Federacdo das
Universidades para o Bem - estar Animal (The Universities Federation for
Animal Welfare — UFAW'’s), elaborou um projeto de reducdo, refinamento e
substituicdo (3Rs) do uso de animais de laboratério em experimentos cientificos
(Stephens et al., 2001; Meyer, 2003; Stokes, 2002; Russel, 1992; Burch, 1992;
Balls, 2000; Stephens et al., 2001; Zurlo, 2002; Spielmann, 2002).

O programa 3Rs é assim denominado em funcéo das iniciais, em inglés,
de seus principais objetivos: 1) reducdo (Reduction), 2) refinamento
(Refinement) e 3) substituicdo (Replacement), que de forma resumida significam
a reducdo do nimero de animais utilizados na pesquisa, a melhora na conducéo
dos estudos, no sentido de reduzir o sofrimento ao minimo possivel, e a busca de
métodos alternativos que, por fim, substituam os testes in vivo. Os dois
primeiros representam 0s objetivos a curto-prazo e o Ultimo, a meta méxima a
ser alcancada (Dipasquale, 2001; Hayes, 2001; Three, 2000). Segundo Cazarin
et al. (2004) além dos objetivos de curto e longo prazo, existe um processo
complexo que abrange desde o desenvolvimento da metodologia até sua
aceitacédo e adocgéo por diversas organizacoes

Em uma ultima estimativa oficial dos Estados Unidos, realizada ha mais
de 15 anos, revelou a utilizacdo de cerca de 20 milhdes de animais (Stephens et
al., 2001). Esse uso disseminado de animais na pesquisa tem sido o grande
motivo para a retomada dessa discussao, principalmente de carater ético, em
funcdo do grande numero de animais requerido e do sofrimento causado durante
alguns tipos de experimento (White, 2001; Meyer, 2003). Por esta razdo, a
reavaliacdo da utilizacdo de animais nos experimentos é tendéncia mundial,
concretizada a partir da fundacdo de diversas Instituicbes, que objetivam
desenvolver e validar novos métodos, e da implementacdo regulatéria de testes
alternativos em diversos paises, a fim de legalizar e harmonizar o uso dos
mesmos (Schechtman, 2002; Russel; Burch, 1992; Balls, 1994).
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Em geral, 0 uso de animais em procedimentos cientificos é voltado para o
diagnéstico (<5%), para a educacdo, principalmente nas Universidades,
incluindo a dissecacdo animal (25%), para o desenvolvimento e para os testes de
toxicidade de medicamentos e de produtos biologicos (30 a 40%) e de novos
produtos (10%) (Humane et al., 2003).

Pesquisas atuais sobre infecgOes de feridas humanas sdo conduzidas
principalmente com modelos animais vivos, segundo Zhu et al. (2017) transferir
essa metodologia para modelos ex vivo de peles humanas descartadas em
cirurgias estéticas seria uma valiosa ferramenta para elucidar os mecanismos de
infeccdo de feridas em geral, apresentando um intervalo interessante entre a
possibilidade de modelos animais cléssicos, in vivo, e as tentativas de criar pele
sintética, in vitro, além de diminuir substancialmente o uso de animais nessas
pesquisas. Schaudinn et al. (2017) cita que toda essa discussdo ainda se torna
mais relevante quando consideramos esse modelo, ex vivo, mais ético.

Pilecco et al. (2016) ressaltaram no objetivo a relevancia de modelos ex
vivo para estudos ortopédicos veterinarios, colocando em pratica novas técnicas
ou aperfeicoando ja existentes e contribuindo, assim, para a evolucéo cientifica
nessa area. Schaudinn et al. (2017) observaram que uso de modelos ex vivo é
capaz de complementar atividades de pesquisa, tornando-se de suma
importancia, principalmente no ambito evolutivo do setor clinico-cirargico.

Em relacdo aos estudos toxicoldgicos em animais, o programa 3Rs nédo €
apenas uma abordagem atual, mas um desafio para se pensar a ciéncia de forma
consciente em relacdo ao sacrificio desses animais para se obter resultados a
todo custo (Cazarin et al., 2004).

A preocupacdo ética atual para utilizacdo destes modelos é justificavel,
uma vez que, progressivamente, tem-se questionado o uso desnecesséario de
animais em experimentacgdo cientifica Os modelos ex vivo sdo alternativa para
alguns estudos especificos ou irdo complementar estudos cientificos realizados
em um namero menor de animais vivos (Barman et al., 2011 e Pore et al.,
2011). Inomeros estudos que utilizam esses modelos sdo encontrados na
bibliografia, tanto na medicina como na veterinaria. Com base na premissa de
que o treinamento é responsavel pelas técnicas que séo acuradas a cada dia, a
utilizacdo de modelos de animais ex vivo mostra-se promissora também para

uma nova abordagem no campo didatico e educacional, na qual futuros médicos
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veterinarios podem adquirir experiéncia e habilidade suficiente para o trabalho

com animais in vivo (Pilecco et al., 2016).

3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Testar a acdo do extrato etandlico bruto da folha da Hymenaea martiana através de
modelos in vitro e ex vivo, sobre fatores de viruléncia, produzidos por Aeromonas spp.

isoladas de Oreochromis niloticus cultivadas.

3.2. Objetivos especificos

e [Estabelecer a concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo
bactericida minima (CBM) do extrato etandlico bruto da folha da Hymenaea
martiana,;

e Quantificar a formacdao de biofilme nos isolados de Aeromonas spp.

e Analisar quanto ao potencial genético dos isolados para cinco genes de
viruléncia;

e Verificar a acdo do EEB frente a formacdo e consolidacdo de biofilme
produzido pelos isolados de Aeromonas spp.;

e Testar se ha producdo de capsulas pelos isolados;

e Avaliar a acdo do EEB na motilidade dos isolados;

e Analisar a acdo do EEB frente a fatores como aderéncia e fixagdo de

Aermonas spp. e toxidade do extrato em epitélio de tilapia.
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Atividade antibiofilme do extrato etandélico bruto de Hymenaea martiana sobre Aeromonas

spp. isoladas de Tilapia do Nilo

Antibiofilm activity of the crude ethanolic extract of Hymenaea martiana on Aeromonas

spp. isolated from Tilapia do Nilo

Resumo - Biofilmes bacterianos sdo produzidos por diversos micro-organismos, incluindo as
bactérias do género Aeromonas e representa preocupacdo para a salde dos cultivos aquaticos
tanto pela sua alta capacidade de aderéncia, colonizagdo, quanto pela infeccdo em tecidos e a
sua resisténcia aos tratamentos com antimicrobianos convencionais. Objetivou-se testar o efeito
antibiofilme, do extrato etandlico bruto (EEB) da folha da Hymenaea martiana sobre
Aeromonas spp. isoladas de Oreochromis niloticus cultivados. Foram obtidos 30 isolados de
Aeromonas spp., que foram submetidos ao teste de vermelho congo e sensibilidade de
microdiluicdo em caldo empregando o extrato etanodlico bruto da folha da H. martiana. As
amostras foram caracterizadas fenotipicamente para formacdo de biofilme e, bem como a
atividade antibiofilme (em formacéo e apds sua consolidacdo) do extrato. Realizou-se a analise
do potencial genético para a produgdo do biofilme por meio da amplificacdo do gene fla (flagelo
polar), por reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Na motilidade, os isolados positivos para
presenca do gene fla, foram analisados frente a acdo do extrato em duas concentragdes
diferentes e produziram zonas de migracdo significativas. O resultado mediano obtido da CBM
foi 781,3pg/mL e todas as amostras foram formadoras de biofilme, sendo 40,3% de forte a
moderada, enquanto que no o teste do potencial genético a presenga do gene fla foi de 20%.
Mesmo com a fraca associacdo genotipica observada, foi confirmada bactérias produtoras de
biofilme, no qual o extrato pesquisado agiu tanto durante a formacao, quanto apds o biofilme

consolidado.

Palavra chave: Antimicrobianos, biofilme bacteriano, fitoterapico e Oreochromis niloticus.

Abstract: Bacterial biofilm is produced by several microorganisms, including bacteria of the
genus Aeromonas which represent a concern for the health of aquatic cultures due to their high
adhesion capacity, colonization, as well their infection in tissues and their resistance to
conventional antimicrobial treatments. This research aimed to test the antibiofilm effect of the
crude ethanolic extract (CEE) of the Hymenaea martiana leaf on Aeromonas spp. isolated from
cultivated Oreochromis niloticus. Thirty isolates of Aeromonas spp. were obtained, which were
submitted to the sensitivity test to the crude ethanolic extract of H. martiana leaf through the
technique of minimum bactericidal concentration (MBC). The samples were characterized

phenotypically for biofilm formation and the action of the extract in the biofilm in formation
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and after its consolidation. The genetic potential for biofilm production was analyzed through
the amplification of the fla (polar flagellum) gene through the polymerase chain reaction (PCR).
In motile, the positive isolates for the presence of the fla gene were analyzed against the action
of the extract in two different concentrations and produced significant migration zones. The
median result obtained from MBC was 781.3 ug / mL. In the formation, 100% of the biofilm
forming samples were 40.3% strong to moderate, while the genetic potential test for the
presence of the fla gene was 20%. In the comparative analysis of the phenotypic and molecular
results there was a weak association observed p value = 0.0265. During the formation of the
biofilm by a microorganism, several factors can influence the process, such as temperature, pH
and surface material, besides other specific genes. However, the species Aeromonas spp. was

confirmed as a biofilm producer and potential infectious agent.
Key words: Antimicrobials, bacterial biofilm, herbal and Oreochromis niloticus.
INTRODUCAO

A maioria dos micro-organismos vive em comunidades celulares, formando associagdes
em diferentes graus de complexidade, aderindo-se a variadas superficies, geralmente compondo
um biofilme, que pode ser formado por populagdes da mesma espécie ou por multiplas espécies
(GOWDA et al., 2015). A adesdo bacteriana pode ser facilitada por apéndices celulares, tais
como pili, flagelos e fimbrias, os quais proporcionam motilidade e melhor contato célula-
superficie provocando lesdes e morte em peixes (ABREU et al., 2017).

Os biofilmes séo estruturas onde 0s micro-organismos estdo fortemente aderidos a uma
superficie com envolvimento da adesina, exopolissacarideos e proteinas na agregacdo de células
(ARCIOLA et al., 2012). Esse tipo de organizacédo é bastante vantajoso a todas as bactérias, por
fornecer protecdo contra adversidades como desidratacdo, colonizacdo por bacteri6fagos e
resisténcia a antimicrobianos (ABRAHAM, 2011). S&o variados os fatores relacionados com a
producdo do biofilme, como as caracteristicas fisico-quimicas da superficie aderida, ou também
a expressao de fatores de viruléncia por parte das bactérias (DUNNE, 2002). Segundo Wu et al.
(2014), a formagdo do biofilme também estd associada a motilidade mediada pela natagéo-
flagelar, esse processo ocorre por instigar a ligacdo célula-a-superficie desempenhando papel
importante na viruléncia de organismos patogénicos.

O género Aeromonas esté presente entre as bactérias formadoras de biofilme, sdo gram-
negativas pertencentes a familia Aeromonadaceae e consideradas patdgenos emergentes e
oportunistas com uma aten¢éo clinica em torno da aquicultura em virtude da sua presenca em
ambientes aquéticos (WAHLI et al., 2005). Espécies de aeromonas estdo envolvidas em
diversas infeccOes e surtos de doengas como a A. veronii causadora de hemorragia interna em

peixes (JINGIING et al., 2016), A. hydrophila responsavel pela maior mortalidade de peixes,
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principalmente nos cultivos intensivos e semi-intensivos e as infec¢fes causadas por Aeromonas
spp. que aumentam em situacdo de estresse ou manejo inadequado, mesmo quando diminui a
temperatura da agua onde s&o cultivados os peixes (BELEM-COSTA et al., 2006).

O controle desses patogenos é normalmente realizado através de antibidticos,
apresentando resultados insatisfatorios pela preocupacdo com a resisténcia bacteriana e 0s
residuos deixados pelas drogas nos animais destinados a producédo de alimentos (FIGUEIREDO
e LEAL, 2008). Usui et al. (2016) sugeriram que a Aeromonas spp. representa um marcador
eficaz para a vigilancia da resisténcia a antimicrobianos em ambientes aquéticos,
correlacionando a presenca destes com as concentracdes de tetraciclina no ambiente, com as
taxas de resisténcia ao antibidtico e a prevaléncia de genes de resisténcia a antimicrobianos nos
isolados. Neste contexto, a indlstria da aquicultura tem o interesse de substituir os
antimicrobianos convencionais por terapias alternativas, utilizando extratos e dleos essenciais de
plantas, j& adotados em outras culturas, como pratica para minimizar a utilizacdo de produtos
guimicos e promover a sanidade dos cultivos.

O termo fitoterapico esta relacionado com toda espécie vegetal, cultivada ou ndo, que
pode ser utilizada como proposito terapéutico. A busca de informagdes sobre a possibilidade de
utilizagdo das plantas e suas partes, tem desempenhado papel fundamental na descoberta de
novos produtos (JACOBSON et al., 2005). Alguns autores vém demonstrando a atividade
antimicrobiana de extratos etanélicos de plantas da flora nordestina, dentre diversas espécies
estudadas a Hymenaea martiana, conhecida popularmente como jatobd, apresenta uma ampla
utilizacdo na medicina popular no tratamento de problemas respiratorios e gastrointestinais,
sendo relacionada também a acdo anti-séptica, depurativa, antinflamatéria, antioxidante e
antibacteriana (LORENZI e MATOS., 2002; PEREIRA et al., 2007). Em peixes, as plantas
também tém sido utilizadas como imuno estimulantes. Em teste in vivo, robalos asiaticos foram
desafiados com A. hydrophila e alimentados com dietas contendo concentracfes diferentes da
farinha da folha de Citrus depressa apresentaram melhora na imunidade ndo especifica e na
resisténcia a doencas sem influenciar negativamente no crescimento dos peixes (SHIU et al.,
2016).

Apesar da aquicultura movimentar milhGes por ano e a Tilapia do Nilo ser o terceiro
grupo de peixe mais cultivado mundialmente, colocando o Brasil em 6° no ranking (KUBITZA,
2007), o meio ainda subaproveita os fitoterapicos, com poucas pesquisas e utilizacbes
empiricas. Com isso objetivou-se verificar a agdo antibiofilme do extrato etandlico bruto da H.

martiana sobre a producéo de biofilme de isolados de Aeromonas spp. obtidos de Tilépias.

MATERIAL E METODOS
Local de execugdo. O experimento foi realizado no Laboratério de Microbiologia e

Imunologia Animal do Campus Ciéncias Agrarias, localizado na Fazenda Experimental da
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Universidade Federal do Vale do S&o Francisco — UNIVASF, situada na Rodovia BR 407, km
12 — Lote 543 — Projeto de Irrigagdo Senador Nilo Coelho, s/n® “C1”, Petrolina-PE.

Isolados bacterianas. Foram utilizados 30 isolados da bacterioteca do Laboratério de
Sanidade de Animais Aquaticos - UFRPE, identificados como pertencentes ao género
Aeromonas spp. baseando-se nas caracteristicas bioquimicas (Gram, catalase, TSI, SIM, indol,
GOF, Vm\Vp, citrato, glicose e fermentacdo de aglcares) segundo Silva (1996) e Buller (2004).
Estes isolados foram oriundos de Tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus), cultivadas em
tanques e agudes do Agreste e Sertdo de Pernambuco.

Obtencdo do extrato etanolico bruto da folha de H. martiana (EEB). A solugéo
estoque foi obtida a partir de 0,25g do extrato bruto da folha diluido em 10 mL de &lcool
absoluto.

Producao de biofilme Quantificacdo: os isolados de Aeromonas spp. foram repicados
para tubos de ensaio contendo 3 mL de caldo Tryptic Soy Broth (TSB) e incubados por 24 h a
28° C. ApoOs esse periodo 195 pl de caldo TSB estéril foi distribuido em placas de
microtitulagdo de 96 pocos, em triplicata, acrescido de 5ul do cultivo em TSB, sendo as
microplacas incubadas por 24 h a 28° C. Apos a incubagdo o contetdo da microplaca foi
descartado para em seguida realizar a lavagem e colora¢do com a técnica de violeta de genciana
(MERINO et al., 2009).A leitura foi realizada em leitor de ELISA e a absorbancia mensurada
em filtro 620 nm. Seguindo a descricdo de Christensen et al. (1985), a producédo de biofilme foi
classificada em quatro categorias, para isso, primeiramente foi definido como (densidade 6ptica)
DO de ponto de corte e DOc a média da DO do controle negativo. Em seguida, os isolados
foram classificados nas seguintes categorias: ndo aderentes (- DO < DOc), fraca a
moderadamente aderentes (+: DOc < DO < 2X DOc) e fortemente aderente (++: 2X DOc <
DO). Identificacdo do gene fla: O DNA dos isolados de Aeromonas spp. foram termo extraidos
de acordo com Silva (2011). No preparo da PCR foram empregados: Tris-HCI 10 mM (pH 8,3),
MgCI2 2,6 mM, KCI 50 mM, 0,4 uM de cada dNTP, 0,8 uM de cada primer, 2.5 unidades de
Taq DNA Polimerase e 10 pl de DNA genémico em um volume final de 25 ul. A reacdo de

amplificacdo constou de uma desnaturacdo inicial a 94° C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos
de desnaturagdo a 94° C por 30 segundos, anelamento, a 58°C por 30 segundos, e extensdo a 72°
C por 30 segundos. Apo6s os 35 ciclos, o produto amplificado foi submetido a extensao final por
10 minutos, em seguida os produtos de amplificacdo foram analisados em gel de agarose 2%,
corado com brometo de etidio, e visualizados sobre iluminag&o ultravioleta em transluminador
(Transiluminator Loccus Biotecnologia).

Determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM). Os 30 isolados de
Aeromomas spp. foram preparados em solucédo salina 0,85% com turvacdo equivalente ao tubo
0,5 da escala de Mac Farland, desta suspensdo foram inoculados 100 pl em tubos contendo 9,9
ml de caldo Mueller-Hinton (MH). 200 ul do caldo MH foi distribuido em placas de
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microtitulagdo de 96 pocos em triplicata, acrescido de 200 ul da solucdo estoque do EEB ao
primeiro pogco e ap6s homogeneizacgdo, transferido para o segundo e assim sucessivamente,
obtendo as concentragdes 12.500; 6.250; 3.125; 1.562,5; 781,3; 390,6; 195,3 e 97,6 pg/mL.
Foram isolados ainda na mesma placa para cada amostra o controle do alcool, o controle
positivo com o isolado bacteriano mais o caldo MH sem o EEB e o pogo apenas com 0 EEB. As
placas de microdiluicdo foram incubadas por 24 h a 28° C. Com a utilizacdo de um replicador,
aliquotas foram retiradas das microplacas ap6s a incubacdo e semeadas em placas de petri
contendo agar MH, seguindo-se de incubacdo. Definiu-se a CBM com a menor concentragao do
extrato etandlico capaz de inibir o crescimento do indculo (CLSI, 2006).

Verificagdo da acéo do extrato da H. martiana. Biofilme em formacdo: Para avaliar a

acdo do extrato com biofilme em formacdo foram testadas apenas as amostras que obtiveram
resultado forte e moderado para a quantificacdo do biofilme. Foram adicionada 100 pl do EEB
em triplicata, nas placas de microtitulacdo 96 pogos utilizando a concentracdo equivalente a
metade do valor da CBM adquirida, em seguida foi acrescido mais 100 pl da suspensdo
contendo caldo TSB com inéculos incubados por 24 h a 28° C, as microplacas foram incubadas
a 28° C durante 24 h. Transcorrido o tempo de incubacdo as placas foram submetidas a
coloragdo pela técnica de violeta de genciana e lavagem segundo Nostro et al. (2007). A leitura

foi efetuada em leitor de ELISA. Biofilme consolidado: Apds a realizagdo da metodologia

anterior (formag&o de biofilme) obtida a partir da incubagdo de 100 pl do indculo bacteriano em
microplacas por 24 h a 28° C, foi utilizado o mesmo material, e realizado trés lavagens com
H20 destilado e autoclavada para remogdo de células ndo aderidas e em seguida acrescido 200
pl da solucdo do EEB na concentracdo de 50% CBM. O DOOh foi determinado,em leitor de
ELISA, imediatamente apds a adi¢do do extrato (Oh) e ap6s 24 h o DO24h. Segundo Nostro et
al. (2007), a interferéncia do extrato no biofilme consolidado foi definida pela equacdo (DOOh
MEDIA) / (DO24h MEDIA) X 100 =.Ensaio de motilidade em placa: O método usado foi

descrita por Kuchma et al. (2015), onde foi utilizado um Agar mais fluido no topo das placas

com a composi¢do de 3% de Agar, 1% de triptona, 5% de extrato de levedura em p6, 5% de
cloreto de sodio e agua destilada. Apos o preparo do Agar foi adicionado 0,25 pug/mL do EEB
na concentracdo 390,6 pg/mL, em duplicata. No centro da placa foram inoculados isolados
“overnight” de aeromonas, em escala de Mac Farland 0,5, positivos para o gene fla. As placas
foram incubadas a 28° C com leitura em 24 h, 48 h e 72 h. Para as placas controle, ndo foi
adicionado o extrato.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os isolados de Aeromonas spp. pesquisados (30) produziram biofilme em 24h,
considerado por Li et al. (2007) tempo médio capaz da A. spp. de formar biofilme dentro do
intervalo de 24 horas. Dentre os 30 isolados foi testada a for¢a de aderéncia do biofilme

resultando em cinco (16,6%) como forte, nove (30%) como moderada e dezesseis (53,3%) como
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fraca aderéncia. Freimoser et al. (1999) em estudo com bactérias dos géneros Pseudomonas e
Aeromonas, observaram que a espécie A. hydrophila foi a Unica que classificada como forte
formadora de biofilme apresentou alta capacidade de aderéncia, sendo além desse, Kirov et al.
(2004) identificaram uma grande adeséo de A. hydrophila, a diferentes tipos de células com a
formacdo de seu biofilme.

Jingiing et al. (2016) estudaram em duas estirpes de A. veronii, 16 genes de viruléncia
(ompAl, ompAll, laf A, ato, aer, fla, gcat, acg, eprCAl, ela, hly, ahp, l&bio, ast, alt, exu)
envolvidos na produgdo de biofilme, sendo detectada a presenca em ambas as estirpes de
metade dos genes pesquisados incluindo e gene fla. Divergindo deste estudo, em que a analise
comparativa dos resultados fenotipicos com os moleculares foi de fraca associa¢do, sendo p
valor = 0, 0265, constatando a independéncia da formacdo do biofilme com a presenca do gene
fla, presente em apenas 20% dos isolados, sugerindo a influéncia de outros fatores como
temperatura, pH e material da superficie, além de outros genes que podem estar relacionados
com a aderéncia e motilidade, como relatado por Abreu et al. (2017) ou ainda o gene laf citado
por Gavin et al. (2003) ao encontrarem em 70% das aeromonas dos isolados de peixe e
demonstraram que a presenca do gene fla aumentou a capacidade de cepas em se aderir e
invadir células formando biofilmes in vitro.

Dois tipos de flagelos sdo responsaveis pela motilidade das integrantes do género
Aeromonas: 0 polar gque permite que o micro-organismo nade em ambientes liquidos e o flagelo
lateral, capaz de impulsionar a célula aumentando sua adesdo (SHIMADA et al., 1985). Merino
et al. (1997) demonstraram, que o flagelo polar de A. hydrophila é essencial para a invaséo de
linhas celulares de peixe. No estudo in vitro de Rabaan et al. (2001) foi observado que o flagelo
polar da A. caviae é necessario para a adesao ao epitélio de células humanas.

A atividade antimicrobiana do extrato Hymenaea martiana foi observada sobre todos o0s
isolados de Aeromonas spp. A menor concentracdo do extrato capaz de inibir a bactéria foi de
781,3 pg/mL, apresentando também a habilidade de reducdo na formacéo ou consolidacéo de
biofilmes (HUSAIN et al., 2015a).

Durante a formagdo, observou-se que ap6s a adi¢ao da concentracdo sub-inibitoria(50%
CBM=390,6 pg/mL) do extrato, 84,6% das amostras apresentaram reducdo na producdo do
biofilme, contudo, mesmo com esta reducdo, os isolados foram classificados como fracos
produtores de biofilme (aderéncia).

Quanto a observagdo do biofilme apos sua consolida¢do, houve uma diminuicdo em dez
(76,9%) dos isolados frente ao extrato, isto provavelmente ocorreu devido a presenga de
substancia bactericida no composto etandlico, como demonstrado por Linhares e Ximenes
(2011), ao avaliarem o extrato de H. stignocarpa Mart. Ex. Hayne na reducéo da viruléncia de
Staphylococcus aureus, obtiveram boa reducéo na formacdo de biofilme. Santos et al. (2008)

também verificaram resultados positivos contra S. aureus e citaram subclasses de flavonoides
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com atividade bacteriostatica no extrato da H. martiana. Silva et al. (2012) mostraram que o
extrato etandlico da H. martiana, continha quantidade substancial de compostos com atividade
bacteriostatica ativa.

Em estudos associados com alguns outros produtos naturais tém sido demonstrado que
extratos de plantas com baixa propriedade antimicrobiana também podem ser eficazes contra
biofilmes bacterianos (UPADHYAY, 2014). A habilidade de suprimir a producéo de biofilme
em patdgenos é muito importante, pois pode ser alvo de novas terapias sinérgicas, que visem
reduzir o uso de drogas antimicrobianas convencionais e desta forma retardar a selecdo de
micro-organismos resistentes (USUI et al., 2016).

Ponnusamy et al. (2010) isolaram bactérias patogénicas de Tilapias do Nilo doentes e
testaram cinco diluentes com o extrato de Clitori ternatea que produziram zonas de inibicdo em
dois isolados, com maiores areas nas amostras de A. formicans e o acetato de etila nas A.
formicans e A. hydrophila.

Em estudo utilizando concentracdo sub-inibitéria Husain et al. (2015a) avaliaram o
efeito do 0leo essencial de horteld pimenta sobre fatores de viruléncia e produgéo de biofilme de
P. aeruginosa e A. hydrophila, destacando a acdo antibiofilme do 6leo nas concentragdes de
0,37; 0,75; 1,5 e 3% que levou a uma reducdo na formagdo da matriz exopolissacaridica de
42,7; 61; 73 e 84% respectivamente. No mesmo estudo, foi observada a redugéo da formacéo do
biofilme das estirpes bacterianas quando cultivadas na presenca do mentol (800 pg/ml) em
69,4%.

O extrato da semente do Trigonella foenum-graceum na concentragdo mais elevada de
800 pg/ml também obteve significativa redugdo na formacgdo do biofilme de 76,9% em estirpes
de A. hydrophila e P. aeruginosa. A cafeina, principal composto da T. foenum-graceum, a
200pg/ml levou a uma reducédo de 64% na formagdo do biofilme em estirpes de P. aeruginosa
(HUSAIN et al., 2015b).

No ensaio de motilidade, 100% dos isolados testados produziram zonas de migracéo
independente da concentragdo do extrato de H. martiana. Nas placas controle foram produzidas
maiores halos, com uma média de raio de 11 mm, enquanto que a média da zona de migracao
das demais placas foi de 9 mm e 7 mm para 195,3 pg/mL e 390,6 pg/mL respectivamente.

Com o uso do extrato houve reducdo damovimentagdo da bactéria, o que corrobora com
os relatos de Rahman et al. (2015) que, em um estudo para deteccdo do quorum sensing e
atividade antibiofilme do extrato de Amomum tsaoko sobre agentes patogénicos alimentares,
observaram que o extrato reduziu a motilidade e zonas de migracdo, do S. aureus, Salmonella
Typhimurium e P. aeruginosa. Segundo os autores, isso pode ter ocorrido devido ao efeito
fitoquimico do extrato em processo relacionado com flagelos, biossintese de flagelos, rotacéo,

rafting e quimiotaxia entre outros. Rahman et al. (2015) explicaram que a motilidade é uma
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caracteristica notavel e importante para a formacao de biopeliculas e que esse processo depende
de flagelos para a movimentagdo da bactéria.

Husain et al. (2015b) observaram a acdo da cafeina, presente no extrato T. foenum-
graceum, que inibiiu 70% da motilidade da P. aeruginosa. Em ensaio de motilidade Jahid et al.
(2015) estudaram a movimentacdo de culturas jovens e velhas de A. hydrophila, expostas a
diferentes concentragOes de salinidade e ambas as cepas mostraram motilidade a 3,0% de NaCl.
Tremblay e Deziel (2008) relataram, em ensaio com P. aeruginosa, que a migracdo é
influenciada pela temperatura de incubacgéo, concentracdo de Agar, pH e tempo de secagem sob
0 fluxo laminar.

Atividades com extratos de plantas apresentam grande potencial para o0
desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos para tratamento e controle das infeccBes

ocasionadas por diversos patdgenos em organismos aquaticos.

CONCLUSAO
O extrato bruto da Hymenaea martiana tem capacidade de reduzir a motilidade, a

producéo de biofilme e o biofilme ja consolidado de Aeromonas spp.
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Acdo do extrato etandlico bruto de Hymenaea martiana sobre aderéncia de Aeromonas
spp. em epitélio de Tilapia ex vivo

Action of the crude ethanolic extract of Hymenaea martiana on adhesion of Aeromonas
spp. in exileTilapia epithelium

Resumo: O interesse pela acdo farmacoldgica de produtos naturais tem crescido e encontrado
significativa aceitacdo popular. Nas culturas de organismos aquéaticos, os fitoterapicos sdo
utilizados para diversas finalidades, como estimuladores de apetite e do sistema imunoldgico e
como proposta de cultivos mais saudaveis e organicos. Mas, sdo problemas de surtos de
mortalidade causados por Aeromonas spp. em cultivos, que levaram a proposi¢oes de novas
com o extrato etandlico bruta (EEB) de Hymenaea martiana (Jatobd) contra fatores de
viruléncia ligados as infecgdes por esse micro-organismo. O extrato foi testado em modelos in
vitro e ex vivo, utilizado como substrato ex vivo, epitélio de Tilapia do Nilo exposto em placas
de Petri a indculos de Aeromonas spp. € ao extrato testado. Para a confirmagdo da presenca de
cinco genes de viruléncia importantes na aderéncia, fixagdo e invaséo principalmente, foram
feitos testes moleculares, onde 90% dos isolados apresentaram pelo menos um dos cinco genes
analisados, sendo selecionados para o teste ex vivo os 14 isolados que apresentaram o maior
numero de genes pesquisados. O EEB de jatoba apresentou efetividade como antimicrobiano,
possuindo como concentracdo bactericida minima 781,3ug/ml, onde foi analisado napesquisa a
metade desse valor (concentracdo sub-inibitoria). O modelo ex vivo foi avaliado em trés ensaios
laboratoriais (A, B e C), onde no grupo A (com EEB e sem icdculo), foi confirmado por
histologia, que o EEB ndo se mostrou toxico no epitélio, enquanto no grupo B (com in6culo e
sem EEB) a aderéncia bacteriana foi associada ao grande desgaste do tecido, contrario do
observado no Grupo C(com EEB e in6culo) onde a presenga do EEB possibilitou a diminuigdo
da aderéncia bacteriana e assim interferindo na frequiéncia da autélise tecidual. Foi confirmada a
eficacia do EEB de jatoba contra fatores relacionados com a aderéncia e fixacdo da A. spp., ndo
agredindo o epitélio da tilapia cultivada. O modelo ex vivo ainda possibilitou, com o uso de um
meio mais complexo do que o caldo Muller Hinton (MH) usado no modelo in vitro, de observar
reacOes do extrato, utilizando menos animais em uma proposta mais ética, abordando valores de

reducdo, refinamento e substituigdo do uso de animais em pesquisas.
Palavras chave: modelo ex vivo, fitoterapicos, Oreochromis niloticus e aderéncia bacteriana.

Abstract: Interest in the pharmacological action of natural products has grown and found
significant popular acceptance. In cultures of aquatic organisms, these herbal remedies have
found several uses, such as appetite stimulators and the immune system. But they are problems

of mortality outbreaks caused by Aeromonas spp. in cultures that lead the research to propose
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new interventions with the crude ethanolic extract of the leaf of Hymenaea martiana against
virulence factors linked to the infections by this microorganism. The methodologies tested were
in vitro and ex vivo models, where the latter was used as substrate, Nile Tilapia epithelium, the
most cultivated sweet fish in Brazil. To confirm the presence of five important virulence genes
in adherence, fixation, invasion among others, molecular tests were performed. All the
evaluated isolates had at least three of the five analyzed genes. The H. martiana CEE, known as
jatobd, showed antimicrobial effectiveness, with a minimum bactericidal concentration of 781.3
ug / ml and half of this value (subinhibitory concentration) was evaluated ex vivo in three
different laboratory tests, where in group A, after histopathological analysis, confirmed that
CEE was not toxic in the epithelium, while in group B, without its presence bacterial adhesion
was one of the causes for the great tissue wear, contrary to that observed in Group C, where the
presence of CEE allowed the reduction of bacterial adhesion and thus the frequency of tissue
autolysis. The H. martiana BSE confirmed its efficacy against factors related to the adhesion
and fixation of A. spp., Not attacking the cultured tilapia epithelium. The ex vivo model also
made it possible, through a more complex medium than the Muller Hinton broth used in the in
vitro model, to observe extract reactions, using fewer animals and thus less suffering in a more
ethical proposal, approaching values of reduction, refinement and replacing the use of animals

in research.
Keywords: ex vivo model, phytotherapic, Oreochromis niloticus and bacterial adherence.
INTRODUCAO

O uso terapéutico de plantas medicinais tem contribuido desde a antiguidade de forma
benéfica para a saude. O Brasil estd em primeiro no ranking da biodiversidade de plantas com
potencial econdmico e farmacoldgica sendo elas uma importante fonte de produtos
biologicamente ativos que podem ser utilizados como modelos para a sintese de um grande
numero de fitoterapicos (DUTRA et al., 2016; OLIVEIRA, 2015).

Segundo Herrero et al. (2013) e Rojas et al. (2006) as plantas medicinais apresentam
diferentes compostos bioativos que interfere no desenvolvimento, reproducdo e atuacdo de

micro-organismos em geral, sendo promissores no combate as bactérias patogénicas.

A Hymenaea martiana é uma arvore brasileira da familia das Leguminosae comumente
utilizada na medicina tradicional e reconhecida como fonte de compostos fendlicos, destacando
os flavonodides, amplamente distribuidos nas folhas, sementes, cascas e flores da planta
(CIPRIANO et al., 2014; FIGUEIREDO, 2014). Segundo Vieira (2016) o extrato etanélico

bruto da sua folha apresentou atividade antimicrobiana.
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Das culturas aquaticas em destaque no Brasil esta a Tilapicultura, que desde a década de
90 vem se tecnificando e intensificando sua producdo. Esse cultivo tem gerado acumulo de
dejetos, aumento de micro-organismos indesejados deixando os animais estressados e mais
vulneréveis a possiveis infeccBes, dentre elas a bacteriana, 0 que reduz sua produtividade e, em
casos extremos, leva a mortalidade de parte dos animais, ou de todo o lote cultivado
(HIDALGO e FIGUERAS, 2012).

Das bactérias mais presentes em organismos aquaticos, as espécies do género
Aeromonas sdo as mais frequentes, podendo infectar diversos tecidos, causando septicemia e
hemorragia (BEAZ-HIDALGO et al., 2010). Nas Aeromonas a viruléncia é considerada
multifatorial, exemplo do seu mecanismo de aderéncia em tecidos externo que, quando em
grande concentragcdo ou pela presenca pré-existente de Ulceras e feridas, infectam os tecidos
internos, provocando, por conseguinte as infecgbes musculares e sistémicas. Essas bactérias
produzem varios produtos extracelulares biologicamente ativos, tais como: hemolisinas
(aerolisinas), citotoxinas, enterotoxinas, proteases, leucocidinas, fosfolipases, -elastases,
DNAses, adesinas e, ainda, colinesterases e endotoxinas. A capacidade de produzir diversos
fatores de viruléncia contribui para a patogénese da doenca (TRABULSI e ALTERTHUM,
2005).

O presente estudo avaliou metade da concentracdo bactericida minima (concentracao
sub-inibitéria) do EEB de H. martiana sobre os efeitos da Aeromonas spp. em um modelo ex
vivo tento como substrato tecido epitelial de Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

MATERIAL E METODO

O estudo foi dividido em trés momentos: ldentificagdo, por meio da técnica de reagdo
em cadeia da polimerase (PCR) de cinco genes de viruléncia (aer-aerolisina, lip-lipase, ahy-
elastase, fla- flagelina e ast-enterotoxinas) nos isolados de Aeromonas spp.; definicdo da
concentragdo bactericida minima (CBM) do extrato etandlico bruto da folha da H. martiana
frente a bactérias Aeromonas spp. isolados de tilapia de cultivo e a agdo sub-inibitéria do EEB

frente a essas bactérias, usando como substrato tecido epitelial de Tilapias do Nilo.

Para a caracterizacdo da presenca do gene fla a rea¢do constou de tampéo de enzima 1X
(10 mM de Tris-HCI pH 8,5, 50mM de KCl), 2 mM de MgCl12, 0,2 mM de dNTPs, 0,4 uM de
primers, 2.5 U de Taq polimerase e 5 pL. de DNA molde ndo quantificado. Os ciclos de
amplificacdo constaram de uma desnaturacgéo inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de 25 ciclos
de desnaturacdo a 95°C por 25 segundos, anelamento por 30 segundos a uma temperatura de
55°C e extensdo a 72°C por 60 segundos. Em seguida, houve uma extensdo final a uma

temperatura de 72°C por 5 minutos.
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Para o gene ast a reacdo constou de tampéo de enzima 1X (10 mM de Tris-HCI pH 8,5,
50 mM de KCl), 2 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, 0,5 uM de primers, 2.5 U de Taq
polimerase e 5 uL. de DNA molde ndo quantificado. Os ciclos de amplificagdo constaram de
uma desnaturacéo inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de 25 ciclos de desnaturacdo a 95°C por
25 segundos, anelamento por 30 segundos a uma temperatura de 55°C e extensdo a 72°C por 60

segundos. Em seguida, houve uma extenséo final a uma temperatura de 72°C por 5 minutos.

Para o gene aer a reacdo constou de tampéo de enzima 1X (10 mM de Tris-HCI pH 8,5,
50mM de KCI), 2 mM de MgCl,, 0,4 mM de dNTPs, 0,4 uM de primers, 2,5 U de Tag DNA
polimerase e 8 pL de DNA molde ndo quantificado. Os ciclos de amplificacdo constaram de
uma desnaturacao inicial a 94°C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por
30 segundos, anelamento por 30 segundos a uma temperatura de 55.5°C e extenséo a 72°C por
30 segundos. Em seguida, houve uma extenséo final a uma temperatura de 72°C por 5 minutos.

Para o gene ahy a reagdo constou de tampéo de enzima 1X (10 mM de Tris-HCI pH 8,5,
50 mM de KCI), 1,2 mM de MgCl,, 0,4 mM de dNTPs, 0,4 uM de primers, 1,5 U de Tag DNA
polimerase, e 4,0 uL de DNA molde ndo quantificado, totalizando um volume total de 25 L.
Os ciclos de amplificacdo constaram de uma desnaturacao inicial a 94°C por 2 minutos, seguida
de 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento por 30 segundos a uma
temperatura de 60.6°C e extensdo a 72°C por 60 segundos. Em seguida, houve uma extenséo
final a uma temperatura de 72°C por 10 minutos.

Para o gene lip a reagdo constou de tampéo de enzima 1X (10 mM de Tris-HCI pH 8,5,
50 mM de KCI), 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs, 0,2 uM de primers, 2,5 U de Tag DNA
polimerase, e 4,0 uL de DNA molde ndo quantificado. Totalizando um volume total de 25 L.
Os ciclos de amplificacdo constaram de uma desnaturacao inicial a 94°C por 2 minutos, seguida
de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento por 30 segundos a uma
temperatura de 58.2°C e extensdo a 72°C por 30 segundos. Em seguida, houve uma extensao

final a uma temperatura de 72°C por 10 minutos.

Concentragdo bactericida minima: A CBM foi determinada conforme o método
utilizado por Mariz (2018).

Modelo ex vivo: Foi utilizada a concentra¢do sub-inibitéria do EEB da folha do jatoba
(H. martiana) como agente inibidor de atuacdo da atividade bacteriana em tecido epitelial de

tilapia (O. niloticus) frente a bactéria A. spp. isoladas de tilapias cultivadas.

O experimento consistiu na aquisicdo dos animais recém abatidos (menos de 1 hora
apos o abate) dos quais foi retirado uma amostra de tecido epitelial de 2 cm? de area, do dorso

do animal, logo apds o término das branquias. O tecido foi lavado com &gua destilada estéril e
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exposto a luz ultravioleta para esterilizacdo. A esterilizacdo foi testado mergulhando o tecido
tratado em placas contendo caldo MH e incubadas por 24 h a 28°C, sendo entdo o liquido
inoculado em placas com agar MH, incubadas nas mesmas condicdes, obtendo-se placas limpas,

indicando sua inocuidade.

Os tecidos foram testados utilizando-se 3 grupos: Grupo A: tecido e EEB na
concentracdo sub-inibitoria; Grupo B: tecido e in6culo bacteriano (A. spp. na escala 0,5 na

escala Marc Farland); e Grupo C: tecido, inéculo e EEB na concentracdo sub-inibitéria.

No grupo A o tecido tratado foi disposto em placas de Petri e submetido a 0,23 mL do

EEB para verificar a acdo do extrato no tecido, sendo incubados por 24 h a 28° C.

No grupo B os tecidos tratados foram dispostos em placas de Petri e os 14 in6culos
bacterianos selecionados ap6s teste molecular e in vitro, foram preparados em caldo Muller
Hinton, sendo diluido em tubos de ensaio na concentragéo referente a 0,5 de turbidez na escala
Marc Faland, sendo 25 pl desta diluigdo aplicado sobre o tecido e misturados em movimentos
leves até sua total dissipacéo pela placa e pelo tecido, e apds incubacdo em estufa por 24 h a 28°
C.

No grupo C os tecidos foram colocados nas placas e tanto o indculo preparado no grupo
B quanto o extrato na concentragdo do grupo A, foram aplicados simultaneamente e as placas
incubadas por 24 h a 28° C.

O calculo referente as quantidades estabelecidas levaram em consideragdo a
concentracdo inicial do extrato (2500), concentracdo final (390,6g/mL) e o volume final de

15ml por placa de Petri, tendo sido aplicado o calculo: Ci.Vi= Cf.Vf.

Foram realizadas andlises visuais e histopatolégicas em todas as amostras, para se
determinar as condi¢cbes morfolégicas e sua possivel relagdo com os fatores de viruléncia

identificados nos isolados.

Para as analises histopatoldgicas, as amostras foram fixadas em formalina tamponada a
10%. Depois foram desidratadas em séries crescentes de etanol, embebidos em parafina em
processador automatico (LEICA TP 1020) e seccionados em micrétomo (LEICA RM2245) a
uma espessura de cinco micra. As laminas histoldgicas foram coradas pelo método de
Hematoxilina e Eosina (HE) para a visualizacdo classica das estruturas da pele e por meio da
técnica do acido periddico de Schiff (PAS). Apds a coloracdo, as laminas foram montadas com

laminulas em balsamo do Canada.
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RESULTADOS

Todos os isolados selecionados apresentaram no minimo trés genes pesquisados. O gene
fla foi o que apareceu menos 35,7% (5), enquanto o lip se confirmou em 92,9% (13) das
amostras avaliadas. As associacdes que ocorreram com maior fregiiéncia foram com o gene lip
(lip + aer =12; lip + ahy = 9; lip + ast = 9).

A metade da CBM do EEB de H. martiana encontrado frente a isolados de A. spp foi de
390,6ug/ml, esta concentracdo foi entdo utilizada para a verificacdo da sua atuacdo frente a A.

spp no tecido epitelial de O. niloticus.

Visualmente foram detectadas algumas diferencas entre os grupos testados. O grupo A,
0 tecido e 0 meio de cultura utilizado apresentou moderadas modificac6es, diferente dos Grupos
B e C onde se observou “limo” sobre as amostras e o meio turvado. Essas diferencas se
confirmaram por meio de analises histopatoldgicas, onde 100% das amostras do Grupo A

permaneceram com estruturas de tecido como os cromatdfagos e pequenas areas autolisadas.

Nos exames histopatolégicos, 100% das amostras dos grupos B e C apresentaram
avancado processo de autolise, contudo em 64,3% dos tecidos do grupo C, o desgaste tecidual
se apresentou menor, diferente do Grupo B, onde ndo foi possivel observar as estruturas do

tecido em virtude da evolucéo da autolise.

Na observacdo com objetiva de 100, foram verificados campos maiores com presenca
de coldnias bacterianas aderidas nas amostras do Grupo B e em menor frequéncia no Grupo C.
O extrato agiu, em 24 h, diminuindo a aderéncia das bactérias e com isso amenizando a a¢do da

degradacéo tecidual.
DISCUSSAO

O modelo ex vivo utilizado proporcionou a verificagdo de resultados relevantes,
primeiramente trazendo a possibilidade um modelo mais complexo que o teste padrdo in vitro
(que utiliza o caldo MH) recriando substratos e micro ambientes encontrados nos tecidos
naturais dos peixes, bem como substituindo em grande parte o modelo in vivo, que demandaria
um ndmero maior de animais, submetidos ao estresse e sofrimento. Zhu et al. (2017) também
ressaltaram a importancia desse intervalo entre os modelos, in vitro e in vivo, ja que muitas
experiéncias in vivo sdo limitadas, como o fator quantidade, restrito no caso de voluntarios
humanos ou da preocupacdo crescente com o sofrimento a que os animais de laboratério sdo
submetidos (ZHANG et al., 2014).

Contudo Cazarin et al. (2004) e Thompson et al. (2015) citaram também que é

importante levar em consideracdo que os modelos ex vivo, apesar de serem sistemas mais
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complexos do que os modelos in vitro, em sua maioria ndo reproduzem de maneira fidedigna o
comportamento de determinada substancia no metabolismo. Um organismo é composto por
trilhdes de células, de diversos tipos e funcbes, que se relacionam e interconectam,
influenciando umas as outras, e tamanha complexidade ndo é passivel de ser reproduzida em
tais modelos. Entretanto, eles sdo de grande utilidade para atingir objetivos especificos, como
para o estudo da a¢do do medicamento na célula ou a influéncia da genética no metabolismo de
um medicamento (MARQUART, 2011).

Autores com Zhu et al. (2017), Asserin et al. (2015) e Zhang et al. (2014) se
empenharam em argumentar o valor ético da pesquisa utilizando modelo ex vivo, considerando
esse 0 fator mais importante para o desenvolvimento de mais pesquisas utilizando essa
metodologia. Outros autores como Henrikson et al. (2009) e Marquart (2011) explicam que
muitas vezes os modelos in vivo apresentam limitacdes, as cornea humana, por exemplo, sdo
aproximadamente oito vezes maiores e mais espessas que as dos ratos, utilizados em pesquisas

nessa area, contribuindo para a escolha de uso de modelos ex vivo nessas pesquisas.

Tanto nos resultados in vitro, quanto ex vivo, o EEB conseguiu inibir mecanismos
importantes para a patogénese da aeromonas, corroborando com Simdes et al. (2008) ao
avaliarem a acdo do extrato de propolis como anti-séptico bucal através de modelos in vitro e ex
vivo, ndo constatando diferenca nos resultados dos dois modelos. Muller et al. (2013) também
observaram eficacia para a avaliagdo ex vivo, mantendo 0 méaximo de padronizacdo com 0s
modelos vivos. Comparando os modelos in vivo e ex vivo, Zhu et al. (2017) observaram que
houve rapidamente reducdo significativa da carga bacteriana na cérnea de coelhos quando

exposta a luz azul antibacteriana (aBL) nas duas metodologias.

Os resultados dos testes moleculares realizados indicaram que o gene lip esteve presente
em 92,9% dos isolados corroborando com Murray et al. (2000) e Garcia-Lopez et al. (2004),
que relataram que entre os principais fatores de viruléncia associados a Aeromonas spp.
patogénicas para peixes, estdo as lipases que causam lise de membranas celulares e eritrécitos,
ocasionando grandes danos tissulares, invadindo o hospedeiro e permitindo, desta forma, o

aporte de nutrientes necessarios ao desenvolvimento do micro-organismo.

Existem evidéncias de que algumas espécies de Aeromonas spp., contaminantes comuns
de &gua, sejam enteropatogénicas, possuindo capacidade de produzir enterotoxinas, citotoxinas,
hemolisinas e/ou invadir células epiteliais (KIROV,1993). Ghataka et al. (2006) verificaram
que, de 55 isolados de Aeromonas sp. avaliados, 92,72% revelaram potencial citotoxico em
quatro diferentes linhagens celulares. As enterotoxinas estiveram presentes em 57,1% das
amostras estando associado com a lipase em 64,3% das amostras demonstrando a importancia

das associacOes de genes como potencializador dos fatores de viruléncia, confirmado no
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trabalho desenvolvido por Jingiing et al. (2016). Gavin et al. (2003) detectaram a presenca de
mais de um gene em suas amostras ( ast, fla, aer, alt entre outros) envolvidos com aderéncia ,
motilidade e producdo de biofilme. Pablos et al. (2009) evidenciaram que isolados de
Aeromonas que contenham dois ou mais genes de viruléncia associados, tem o potencial de
causar doenca. Embora a viruléncia dessas bactérias esteja associadas a multiplos fatores,
algumas delas sintetizam mais fatores de viruléncia e com mais freqiéncia de que outras
(ABREU et al., 2017; KOZINSKA, 2007).

Contraponto com a resposta genotipica, o gene fla importante para mobilidade,
aderéncia e fixacdo bacteriana ocorreu em menor frequéncia entre 0s genes estudados
(AGUILERA-ARREOLA et al., 2007). Segundo Khajanchi et al. (2010) o gene fla também
participa de um dos sistemas de aderéncia mais conhecidos em bactérias mediado por capsulas e
flagelos. Rabaan et al. (2001) verificaram em um estudo in vitro, que o flagelo polar da A.
caviae € necessario para a adesdo ao epitélio de células humanas e Abreu et al. (2017)
reafirmaram a importancia do gene fla na formacéo do flagelo polar para mobilidade, ades&o e
formacdo de biofilme. Os resultados obtidos nessa pesquisa estdo de acordo com os obtidos por
Jingiing et al. (2016) que detectaram a formacdo de biofilme nos testes independente da
presenca do gene fla, sugerindo a presenca de outros genes e fatores que podem estar
relacionados com a aderéncia e motilidade, como o gene laf que Gavin et al. (2003) encontrou

em 70% dos isolados de peixe, caracter izados como forte aderentes.

A degradacdo tecidual caracterizada pela autolise ocorreu com maior rapidez em
amostras sem o EEB, permitindo assim a acdo das bactérias sobre as amostras, corroborando
com Ayala et al. (2010) e Ocand-Higuera et al. (2009) que citaram que nos peixes 0 estagio de
autolise ocorre com maior ou menor velocidade, dependendo principalmente da contaminagao
microbiana e temperatura de exposicdo. Segundo Trezza (2006), a autdlise € um processo de
desintegracdo que comega ap0s a morte e em que h& participagdo de bactérias, dependendo
apenas da agdo de enzimas celulares, confirmado nesta pesquisa, em que o Grupo A (sem
indculo) apresentou autélise, mas em menor abrangéncia, levando a observagdo que o EEB néo
apresentou efeito toxicoldgico no epitélio (CORREA et al., 2003; BARROS e DAVINO, 2003;
SPIELMANN, 2002). Tomita et al. (2004) descreve que a autdlise observada na histopatologia
ocorre em tecido de individuos mortos com participacdo de fatores como a presenca de bactérias
aderidas, diferente dos tecidos de individuos vivos onde se produz necrose, porque o primeiro é

difuso e ndo envolve células inflamatoérias.

O resultado dos exames histopatologicos permitem concluir que o EEB de H. martiana
dificulta a aderéncia e degradacdo provocada pela A. spp., confirmando o que Harikrishnan e

Balasundaram (2005) verificaram ao utilizarem outras plantas medicinais frente a A. hidrophyla
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e 0 que encontraram Dorman e Deans (2000) quando utilizaram 6leos volateis extraidos de

vegetais como agentes antimicrobianos.

Contudo recomenda-se mais estudo sobre o efeito do EEB de H. martiana aplicado em
agua de cultivo, para a confirmacdo da auséncia de efeitos negativos nos animais, e nos seus
produtos e subprodutos. A metodologia ex vivo utilizada foi um passo para completar estudos

cientificos realizados em um nimero menor de animais vivos.
CONCLUSAO

Foi verificada a alta capacidade do EEB de H. martiana em dificultar a aderéncia,
permanéncia e a acdo da Aeromonas spp. no tecido epitelial do O. niloticus, através do modelo

ex Vvivo.

Agradecimentos: Universidade Federal Rural de Pernambuco, Universidade do vale do S&o
Francisco e a Estacdo marinha de Aquicultura da FURG.
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grupo B. Imagem obtida ao microscopio
de luz. HE. Objetiva de 40x ( 550x) .

ANEXO

luz. HE. Objetiva de 40x ( 550x).

Figura 2. - Tecido epitelial de tilapia do
grupo C. Imagem obtida ao microscopio de

Figura 3. — Tecido epitelial de tilapia do
grupo A. Imagem obtida ao microscopio
de luz. HE. Objetiva de 40x ( 550x).

Tabela 2: Primers utilizados nas Reacfes em Cadeia da Polimerase para detec¢do dos genes de viruléncia

nos isolados.
Gene Primers Sequéncia (5" - 3") Tamanho do Referéncia
fragmento em
pares de
bases
Aerolisina aer-F CCTATGGCCTGAGCGAGAAG 431 (HOWARD
aer-R CCAGTTCCAGTCCCACCACT etal., 1987)
Elastase ahyB-F ACACGGTCAAGGAGATCAAC 540 (SEN, 2005)
ahyB-R CGCTGGTGTTGGCCAGCAGG
Lipase pla/lip-F ATCTTCTCCGACTGGTTCGG 383 —389 (SEN, 2005)
pla/lip-R  CCGTGCCAGGACTGGGTCTT
Enterotoxina  ast-F TCTCCATGCTTCCCTTCCACT 331 (SEM;
(ast) ast-R GTGTAGGGATTGAAGAAGCCG RODGERS,

2004)
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Flagelo polar
(fla)

flaF
flarR

TCCAACCGTYTGACCTC
GMYTGGTTGCGRATGGT

608

(SANTOS
etal.,
2010)




