UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA DE PESCA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA DE PESCA

RAQUEL CAVALCANTE SOARES

PROSPECCAO DE MOLECULAS BIOATIVAS SINTETIZADAS POR BACTERIAS
DO TRATO INTESTINAL DE CRUSTACEOS

FORTALEZA
2022



RAQUEL CAVALCANTE SOARES

PROSPECCAO DE MOLECULAS BIOATIVAS SINTETIZADAS POR BACTERIAS DO
TRATO INTESTINAL DE CRUSTACEOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Engenharia de Pesca da
Universidade Federal do Ceard, como requisito
parcial a obtencdo do titulo de Mestre em
Engenharia de Pesca. Area de concentracio:
Recurso Pesqueiros e Engenharia de Pesca:
Tecnologia e Microbiologia do Pescado.

Orientadora: Profa. Dra. Oscarina Viana de
Sousa.

Coorientadora: Dra. Fatima Cristiane Teles de
Carvalho.

FORTALEZA
2022



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacio
Universidade Federal do Ceard
Sistema de Bibliotecas
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

S656p Soares, Raquel Cavalcante.
Prospec¢do de moléculas bioativas sintetizadas por bactérias do trato intestinal de crustdceos / Raquel
Cavalcante Soares. — 2022.
50 f. : il. color.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal do Ceard, Centro de Ciéncias Agrarias, Programa de
P6s-Graduacdo em Engenharia de Pesca, Fortaleza, 2022.

Orientagdo: Profa. Dra. Oscarina Viana de Sousa.

Coorientacao: Profa. Dra. Fatima Cristiane Teles de Carvalho.

1. Bacillus. 2. Atividade antibacteriana. 3. Vibrio. 4. Antagonismo. 5. Bioatividade in vitro. I. Titulo.
CDD 639.2




RAQUEL CAVALCANTE SOARES

PROSPECCAO DE MOLECULAS BIOATIVAS SINTETIZADAS POR BACTERIAS DO
TRATO INTESTINAL DE CRUSTACEOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Engenharia de Pesca da
Universidade Federal do Ceard, como requisito
parcial a obtengdo do titulo de Mestre em
Engenharia de Pesca. Area de concentracio:
Recurso Pesqueiros e Engenharia de Pesca:
Tecnologia e Microbiologia do Pescado.
Aprovada em: 19/07/2022.

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Oscarina Viana de Sousa.
Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR)

Prof. Dr. Bartolomeu Warlene Silva de Souza
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Dr. Rafael dos Santos Rocha
Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR)

Dr. Jéssica Lucinda Saldanha da Silva
Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR)



AGRADECIMENTOS

Ao Programa de Pés Graduagdo em Engenharia de Pesca da Universidade Federal
do Cear4, pela oportunidade de aperfeicoamento académico.

A FUNCAP, pelo apoio financeiro com a manutengio da bolsa de auxilio.

A CNPq, pelo apoio financeiro com a manutencao da bolsa auxilio.

A Profa. Dra. Oscarina Viana de Sousa, pela excelente orientacao.

A Dra. Cristiane Teles pelo seu apoio como coorientadora.

Aos professores participantes da banca examinadora Prof. Dr. Bartolomeu
Warlene, Dr. Rafael dos Santos e Dr. Jéssica Lucinda pelo tempo, pelas valiosas
colaboracdes e sugestoes.

Aos colegas da turma de mestrado e do laboratdrio, pelas reflexdes, criticas e

sugestoes recebidas.



RESUMO

As doencas infecciosas causadas por patégenos bacterianos se mostram como um dos
principais problemas na saide nos campos clinico e animal. Isso estd atrelado a perda de
eficacia dos antibidticos. Na aquicultura, uma alternativa a estes sdo os probidticos, eficientes
no aumento da resisténcia dos animais cultivados aos patégenos. A selecdo de estirpes
probidticas se baseia na triagem de cepas que produzam compostos inibidores contra
patégenos sendo o género Bacillus um destaque representando uma excelente fonte para
estudos que buscam novos compostos terapéuticos. O presente trabalho teve como objetivo
detectar atividade antibacteriana em metabdlitos secundarios lipopeptidicos de culturas
bacterianas que fazem parte do acervo da colecdo de culturas microbianas Profa. Regine
Vieira e que foram isoladas a partir do trato gastrointestinal de crusticeos. As estirpes
utilizadas na pesquisa foram selecionadas seguindo os critérios de: origem e atividade
antagbnica a Vibrio harveyi. Ap6s verificagdo dos critérios de escolha, foram preparados
extratos livres de células bacterianas (liquido metabdlico), os quais foram avaliados quanto a
atividade bacteriana por difusdo em pocgos frente a Vibrio harveyi ATCC 14126 e Vibrio
parahaemolyticus IOC 18950. As cepas dos liquidos metabdlicos que apresentaram resultado
positivos foram usadas para obtencdo de extratos lipopeptidicos, os quais foram submetidos a
cromatografia em camada delgada utilizando placas de silica gel para promover a separagcao
dos compostos presentes nos extratos. Logo apds, as placas foram avaliadas quanto a
atividade antibacteriana pela técnica de bioautografia. Os extratos lipopeptidicos com
atividade antibacteriana detectada foram avaliados quanto a resisténcia a temperaturas de
45°C e 100°C e exposi¢do a enzima proteinase K. A porcdo lipopeptidica da maioria das
estirpes utilizadas foi eficiente frente aos patégenos avaliados na técnica de bioautografia e
apresentaram estabilidade térmica e desempenho 6timo apds exposicao a proteinase K. Estas,
podem ser adequadas para o uso na aquicultura, adicionadas na rac¢do, ap6és uma abordagem
de caracterizacdo e extracdo de substancias bioativas. Os resultados sdo promissores como
indicadores do potencial de descoberta de compostos antimicrobianos inéditos € com ampla

aplicacdo tecnoldgica entre a microbiota do trato intestinal de animais aquaticos.

Palavras-chave: Bacillus; atividade antibacteriana; Vibrio; antagonismo; bioatividade in

vitro.



ABSTRACT

Infectious diseases caused by bacterial pathogens are one of the main health problems in the
clinical and animal fields. This is linked to the loss of effectiveness of antibiotics. In
aquaculture, an alternative to these are probiotics, efficient in increasing the resistance of
farmed animals to pathogens. The selection of probiotic strains is based on the screening of
strains that produce inhibitory compounds against pathogens, with the genus Bacillus being a
highlight, representing an excellent source for studies that seek new therapeutic compounds.
The present work aimed to detect antibacterial activity in lipopeptide secondary metabolites
of bacterial cultures that are part of the collection of microbial cultures Profa. Regine Vieira
and which were isolated from the gastrointestinal tract of crustaceans. The strains used in the
research were selected following the criteria of: origin and antagonistic activity to Vibrio
harveyi. After checking the selection criteria, extracts free of bacterial cells (metabolic liquid)
were prepared, which were evaluated for bacterial activity by diffusion in wells against Vibrio
harveyi ATCC 14126 and Vibrio parahaemolyticus I0OC 18950. Positive results were used to
obtain lipopeptide extracts, which were subjected to thin layer chromatography using silica
gel plates to promote the separation of compounds present in the extracts. Soon after, the
plates were evaluated for antibacterial activity using the bioautography technique.
Lipopeptide extracts with detected antibacterial activity were evaluated for resistance to
temperatures of 45°C and 100°C and exposure to the proteinase K enzyme. The lipopeptide
portion of most of the strains used was efficient against the pathogens evaluated in the
bioautography technique and showed stability thermal and optimal performance after
exposure to proteinase K. These may be suitable for use in aquaculture, added to feed, after an
approach to characterization and extraction of bioactive substances. The results are promising
as indicators of the discovery potential of new antimicrobial compounds with wide

technological application among the microbiota of the intestinal tract of aquatic animals.

Key words: Bacillus; antibacterial activity; Vibrio; antagonism; in vitro bioactivity.
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1 INTRODUCAO

O tratamento de doencas infecciosas causadas por patégenos bacterianos € um dos
principais problemas no campo clinico e animal. Esse € um dos mais complexos desafios da
saude global, j& que os antibidticos estdo perdendo a eficdcia apds anos de uso excessivo na
medicina humana, saide animal e atividades agrarias (INOUE; MINGHUI, 2017; SANCHES
et al., 2020).

Os patdgenos de camardo afetam a producdo e resultam em perdas econOmicas
aos empreendimentos (MOSS et al., 2012; THITAMADEE et al., 2016; ROCHA, 2018).
Diante desse problema, os antimicrobianos foram utilizados no controle de infeccoes
bacterianas na carcinicultura inicialmente. Entretanto, o seu uso indiscriminado gerou
consequéncias negativas, como a indu¢do de resisténcia a antibidticos em microrganismos
patogénicos e transferéncia de genes de resisténcia dentro da comunidade bacteriana,
transformando esses tratamentos ineficazes para o combate de enfermidades (VARGAS-
ALBORES et al., 2017).

Geralmente, uma alternativa ao uso de antibidticos na aquicultura sdo os
probidticos, os quais usam os principios de exclusdo competitiva para aumentar a resisténcia
dos animais cultivados aos patogenos. A selecdo de estirpes probidticas se baseia em atividade
antagonica frente a patdgenos de animais cultivados. Portanto, é importante o entendimento
desses mecanismos e descoberta de novos compostos € moléculas com potencial atividade
antimicrobiana (KNIPE et al. 2021).

Nessa abordagem em busca de inovagao tecnologica, a triagem de cepas de
bactérias capazes de produzir substincias inibidoras é o primeiro passo na descoberta de
novos compostos (IMADA et al., 2007). Aliado a isso, a existéncia de novas estratégias para
pesquisa em produtos naturais microbianos, principalmente aquelas que direcionam a busca
por substancias em microrganismos e a utilizacdo de ferramentas gendmicas para o acesso a
novos produtos naturais, juntamente com novos ensaios bioldgicos adotados nas triagens de
tais substancias, podem acelerar esse processo de descoberta de novos antimicrobianos
(GUIMARAES; MONESSO; PUPO, 2010).

Essas etapas sao promissoras no cumprimento do obetivo de busca por novos
compostos terapéuticos uma vez que, historicamente, os antibidticos foram descobertos em
grande parte através da triagem da microbiota do solo em busca de metabdlitos secundarios
que previniam o crescimento de bactérias patogénicas (CLARDY et al., 2006; WRIGHT,

2017). Dentre esses, o género Bacillus pode ser destacado, por ser um exemplo de um grupo
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de bactérias, abundante, e capazes de produzir dezenas de compostos antibiéticos com vérias
propriedades quimicas (STEIN, 2005), entre os quais os derivados de peptideos sdo mais
estudados (MANNANOYV; SATTAROVA, 2001; STEIN, 2005).

Isto posto, o presente estudo teve como objetivo geral detectar atividade
antibacteriana em metabdlitos secunddrios lipopeptidicos de culturas bacterianas que fazem
parte do acervo da colecdo de culturas microbianas Profa. Regine Vieira e que foram isoladas
a partir do trato gastrointestinal de crustdceos.

Para atingir o objetivo principal, foram considerados os objetivos especificos:

a) selecionar no acervo bacteriologico cepas com atividade antagonista contra V.

harveyi;

b) testar o antagonismo dessas bactérias frente ao V. parahaemolyticus;

c) testar a atividade antibacteriana dos liquidos metabodlicos bacterianos brutos

obtidos do crescimento das culturas em meios nao seletivos;

d) extrair a por¢ao lipopeptidica do liquido metabdlico das bactérias com

resultados positivos no teste de atividade antibacteriana com liquido metabodlico

bruto;

e) submeter os extratos lipopeptidicos a Cromatografia em Camada Delgada

(CCD);

f) avaliar o comportamento dos extratos lipopeptidicos metabdlicos utilizando a

técnica de bioautografia;

g) testar o efeito da exposicdo dos extratos lipopeptidicos a temperaturas mais

elevadas (45°C e 100°C) sobre os componentes antibacterianos ativos;

h) testar o efeito da exposi¢cao dos extratos lipopeptidicos a acdo enzimadtica da

proteinase K.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Vibrioses em ambientes de cultivo de camaroes

O camardo Penaeus vannamei (anteriormente conhecido como Litopenaeus
vannamei), pertence a familia Penaeidae, conhecida por seu enorme valor na aquicultura. P.
vannamei ocupa o primeiro lugar entre os camardes mais cultivados em nivel global devido
ao seu valor comercial e excelente capacidade de reproducdo (CORNEJO-GRANADOS et
al.,2017).

Diversas espécies de bactérias reconhecidas por serem patogénicas aos camardes
cultivados estdo presentes nos mais diversos sistemas de aquicultura, entretanto, a maioria €
oportunista e necessita que os animais fiquem vulneraveis para que a infeccao possa acontecer
(YU et al., 2022). Os patégenos de camardo tém sido responsdveis por grandes perdas
econOmicas, sendo o principal problema enfrentado pelos produtores afetando negativamente
a producdo e a receita de exportagcdo (MOSS et al., 2012; THITAMADEE et al., 2016;
ROCHA, 2018). Infec¢des bacterianas sao um grande desafio para a industria da aquicultura
de camardo tendo as espécies de Vibrio como os principais patégenos de camardao (CHU et al.,
2016). Essas infeccdes por bactérias do género Vibrio se tornaram um problema econdmico na
carcinicultura mundial, portanto, existe a necessidade de estudos sobre alternativas de
controle e prevengdo para o enfrentamento desses casos (REBOUCAS, 2017). As espécies
Vibrio harveyi e V. parahaemolyticus estdo entre os patdgenos mais criticos para camaroes
(ZHOU et al., 2012).

Esse género de bactérias geralmente faz parte da microbiota natural dos camardes
(ZHANG et al., 2014). Entre os mais recentes surtos de doengas bacterianas conhecidas esta a
Sindrome de Mortalidade Precoce (EMS) ou Necrose Hepatopancredtica Aguda (AHPND)
causada por Vibrio parahaemolyticus, que apresenta mortalidade de quase 100% dos juvenis
de camardo que sdo afetados. Os animais com sintomas caracteristicos da AHNPD morrem
dentro de 20 a 30 dias (TRAN et al., 2013). O Vibrio harveyi é considerado também um
patogeno para varias espécies de invertebrados marinhos (ZHANG; HE; AUSTIN, 2020),
podendo causar a AHPND em Penaeus vannemei (MUTHUKRISHNAN et al. 2019).

As vibrioses causam taxas de mortalidade massivas e podem afetar 100% da
producdo (FLEGEL, 2006; FLEGEL, 2012). A ocorréncia de taxas elevadas de bactérias do
género Vibrio no sistema de cultivo além de acarretar altas taxas de mortalidade e lesdes nos

organismos cultivados, contribui para a entrada de outras enfermidades (FELJ 0, 2009). Dentre
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os principais problemas que essas bactérias podem acarretar aos organismos cultivados,
destacam-se: as altas taxas de mortalidade, animais com lesdes e/ou necrose muscular, baixa
taxa de crescimento dos individuos cultivados, degradacdo dos tecidos, inatividade e

alteracdes nas metamorfoses larvais (VIEIRA, 2009; LINDOSO, 2017).

2.2 Consequéncias do uso de antibiticos em ambientes de cultivo de camardes

Na aquicultura, o uso de antimicrobianos pode contaminar o meio ambiente ¢ um
risco com consequéncias aos ecossistemas aqudticos, pois promove a transmissao de genes de
resisténcia no ambiente (GASTALHO; SILVA; RAMOS, 2014). Devido ao aumento da
demanda, as prdticas modernas de aquicultura usam antibidticos, agroquimicos e vdrias outras
estratégias para superar doencas infecciosas. Esses antimicrobianos provomem a sele¢do de
bactérias resistentes a antibidticos (SAPKOTA et al., 2008).

A disseminacdo de espécies bacterianas multirresistentes tem como fonte o meio
ambiente, como por exemplo, rios e sedimentos, que atuam como semeadores de genes de
resisténcia a antibidticos em agentes oportunistas clinicamente relevantes (ROCHA, 2016).

Um cendrio como este, demonstra a necessidade de programar agdes para que
ocorra a reducdo do uso de antimicrobianos, além de reduzir a geracdo e disseminacdo de
resisténcia microbiana, como por exemplo, a aplicacio de boas priticas sanitdrias e uso
consciente de antibidticos (EGUIGUREN; ROJAS, 2018). Com o passar dos anos, a
preocupacdo publica com a possibilidade de transferéncia dos antibidticos ao consumidor
final resultou a proibicdo do uso de antibidticos na aquicultura em muitos paises. Essa acdo
visou o aprimoramento da produtividade e a garantia de alternativas para tratamento de
doengas nos organismos de cultivo (NG; KOH, 2016).

Nos udltimos anos, doencgas infecciosas causadas por bactérias multirresistentes
representam uma ameaca grave a sadde publica (HULME, 2017). O surgimento continuo
dessas bactérias resistentes € uma preocupacgdo crescente na populagdo, por estar rapidamente
superando o desenvolvimento de novos antibidticos e estar amplamente associada ao aumento
de morbidade, mortalidade e custo dos cuidados (DA SILVA; AQUINO, 2018) desafiando o
campo da ciéncia a desenvolver novas drogas mais eficazes ou estratégias alternativas para

superar doencas infecciosas e aumentar a producdo de camarao.
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2.3 Uso de probiéticos no cultivo de camardes

Probidticos para o uso na criacdo de camardo sao selecionados para testes in vivo
com base em sua capacidade de excluir patégenos competitivamente in vitro. Poucos estudos
tentaram identificar os mecanismos subjacentes envolvidos na inibicio do crescimento
bacteriano, no entanto, eles ilustram coletivamente a importancia de compreender as
interacdes entre o patdgeno e os agentes probiotdticos, determinando caracteristicas
especificas da cepa microbiana componente do probidtico (KNIPE et al., 2021). Como no
estudo de Sorieul et al. (2018) onde foi confirmado a seguranca da administracdo de
Pseudomonas sp. NC201 para subadultos de camario e foi destacado o efeito protetor desta
cepa bacteriana contra estresses bidticos e abidticos. No entanto, a base desse efeito benéfico
ainda nao foi explicado.

O impacto do tratamento com probidticos na microbiota intestinal do camario e
na resisténcia a doengas também deve ser cuidadosamente considerado para ndo reduzir a
abundincia de outras espécies ecologicamente importantes. Uma consideracio especial deve
ser dada a identificacdo e teste de probidticos que sio capazes de prevenir o inicio da doenca
com efeitos limitados na estrutura e fun¢do da comunidade microbiana. Além disso, a
eficiéncia do tratamento pode ser melhorada considerando a estratégia de vida competitiva
das espécies probidticas. Estudos futuros devem investigar isso, validando as estratégias
competitivas usadas in vivo, e projetando ensaios de desafio de patdgenos que comparem os
efeitos da administracdo de probidticos antes e no inicio da doenca, avaliando o microbioma

intestinal do camarao e resisténcia a doencas (KNIPE et al., 2021).

2.4 Atividade antagonista de bactérias

No habitat natural a competi¢do por espaco e alimento comumente acontece por
varios grupos de bactérias que usam de propriedades de inibi¢do ou atividade antagdnica
como uma arma contra seus concorrentes (EL-KHOLY et al., 2014), eles possuem uma
grande variedade de compostos antimicrobianos ou bacteriocinas (OGAKI; FURLANETO;
MAIA, 2015). Portanto, a atividade antagbnica € feita pelo modo de agdo tanto por
competicdo direta quanto pela producido de enzimas inibitérias (BANERJEE; RAY, 2017).
Essa competicdo por interferéncia normalmente envolvem a produgdo de antimicrobianos, que

variam de cepas especificas (YANG et al., 2014).
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A atividade antagonista € considerada uma das caracteristicas mais importantes
quando se busca um probidtico efetivo, sendo considerada uma estirpe potencial probidtica de
sucesso aquela que apresenta atividade antagdnica contra diferentes tipos de patégenos
(BANERIJEE; RAY, 2017).

Entretanto, a maioria dos pesquisadores concentram suas investigagdes sobre a
avaliacdo do sobrenadante bruto de culturas de candidatos probidticos (metabdlito secundério)
contra patégenos de animais aqudticos. Apesar disso, os detalhes e informacdes sobre a
caracterizacdo da compostos como as bacteriocinas produzidas por candidatos probidticos sao
escassos nos ultimos anos, poucos relatérios foram publicados. Para melhorar o tema da
pesquisa probidtica no futuro, investigagdes detalhadas da atividade antimicrobiana de cepas
probidticas contra patégenos potenciais de organismos aqudticos devem ser conduzidas

(SORIEUL et al., 2018), ampliando as pesquisas para outras perspectivas.

2.5 Bactérias produtoras de substancias antimicrobianas

A producdo de compostos antimicrobianos parece ser um fendmeno geral para a
maioria das bactérias. Elas possuem uma variedade de sistemas de defesa microbiano,
produzindo antibidticos cldssicos de amplo espectro a subprodutos metabdlicos como dcidos
organicos. Além disso, vdrios tipos de exotoxinas proteicas e bacteriocinas, que sdo porcdes
peptidicas biologicamente ativas com modo de acdo bactericida ja foram descritas (RILEY;
WERTZ, 2002; YEAMAN; YOUNT, 2003).

A diversidade de bacteriocinas produzidas por bactérias Gram negativas € maior em
comparacdo as bactérias Gram positivas. Entre vdrias espécies bacterianas, as do género
Bacillus sao o grupo bem caracterizado por suas atividades antagoOnicas, diversidade de
bacteriocinas e ampla distribuicio (ABRIOUEL et al., 2011). Este género produz uma gama
diversificada de mais de 20 tipos diferentes de compostos antimicrobianos (incluindo
antibidticos polipeptidicos, bacteriocinas e lipopeptideos), com uma ampla variedade de
atividades que vao desde antibacteriana e antifingica a anticancerigena e antiviral
(MARTIRANTI et al., 2002; STEIN, 2005). As bactérias acidos lacticas (BALs) possuem as
caracteriticas gerais de serem: Gram-positivas, catalase negativas, geralmente ndo moveis,
ndo formadores de esporos e cocos que produzem dcido lctico como o principal produto final
da fermentacdo de carboidratos (STIEGLMEIR et al., 2009). Varias espécies de Vibrio foram
investigadas por seu potencial probidtico em camardes € mostraram produzir antimicrobianos

extracelulares, capazes de inibir o crescimento de patégenos tantos de oragnismos aquéticos e
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humanos (PHAM et al., 2014). Sendo essas bactérias também candidatas a prospeccdo de

compostos bioativos para a industria.

2.6 Lipopeptideos

Os lipopeptideos sdo moléculas bioativas de pequena massa molecular (incluindo
surfactina, iturina, fengicina, micossubtilina etc.) que exibem surfactante e fortes atividades
antimicrobianas (LEE et al., 2006; KIM et al., 2010). Eles possuem diversas vantagens, como
a sua natureza ecologicamente correta € ndo poluentes, € uma gama mais abrangente de
produtos bacteriostaticos (MEENA, KANWAR, 2015).

Os lipopeptideos também sdo conhecidos por terem toxicidade muito baixa
(DERAVEL et al., 2014; RONGSAYAMANONT et al., 2017) alta biodegradabilidade
(MULLIGAN, 2005, MEENA, KANWAR, 2015; MEENA, SHARMA, KANWAR, 2017),
podendo assim serem usados como agentes antimicrobianos contra patégenos de camarido. O
lipopeptideo tem vérias vantagens devido ao alto rendimento, estabilidade em pH e
temperaturas extremas (ALJOWAIE et al., 2021). Além disso, os microrganismos nao se
tornam facilmente resistentes aos peptideos quando comparados aos antibidticos
convencionais (BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000). A diversidade de fontes e
estruturas-alvo dos antimicrobianos lipopeptideos permite a utilizacdo como alternativa aos

antibioticos convencionais (PRATHIVIRAIJ et al., 2021).

2.7 Lipopeptideos como potencial antimicrobiano para a industria de aditivos

Um potencial substituto dos antibidticos sdo os aditivos, que podem atuar como
promotor de melhor desempenho, como protetor dos animais contra patégenos atuando como
o refor¢co do mecanismo de defesa inato de camardes (DAWOOD et al., 2015). Esses aditivos
funcionais sao considerados uma alternativa eficiente para o melhoramento da producdo e
saude dos animais cultivdveis para o incremento da produgdo aquicola (RANZANI-PAIVA et
al., 2019).

Os aditivos possuem a definicio de ingredientes ndo nutritivos, que sao
adicionados nas formulagdes de racdes para influenciar as propriedades fisicas ou quimicas
para que ocorra a melhoria no desempenho dos animais aquiticos que os consumem
(COUTTEAU, 2016). No Brasil, os aditivos tém um futuro promissor na aquicultura. Esse

incremento € de interesse para a aquicultura e implica em inovagdo para os sistemas de



16

cultivo, nutricdo e prevencdo de surtos de doenca, representando uma oportunidade para o
desenvolvimento de pesquisas para a producdo de aditivos ecologicamente sustentiveis
adaptados as condicdes brasileiras de cultivo (RANZANI-PAIVA et al., 2019).

Até o momento, sdo escassas as informagdes sobre aditivos utlizando lipeptideos
como suplementagdo em dietas na aquicultura de camardes (PRATHIVIRAJ et al. 2021). Os
componentes da dieta t€m um impacto na composi¢cao do microbioma intestinal (DANIEL et
al., 2014). As alteragdes no habitos alimentares do camardo podem levar a um microbioma
intestinal mais sauddvel, aumentando a resisténcia a patégenos nocivos e garantindo um bom
desempenho zootécnico. Portanto, a formulagdo de lipopeptideo na dieta do camardo poderia
ser benéfica no combate as infec¢des. Mas, até agora, o efeito de dieta formulada com

lipopeptideos no microbioma intestinal de camarao € incerta (PRATHIVIRAJ et al. 2021).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Informacoes da origem, identificacao e caracteristicas das estirpes selecionadas

As cepas utilizadas nesse estudo fazem parte do acervo de culturas microbianas
Prof. Regine Vieira do Laboratério de Microbiologia Ambiental e do Pescado (LAMAP). O
critério usado na selecdo das estirpes foram a origem no trato gastro intestinal de crusticeos e
a atividade antagonica positiva frente a Vibrio harveyi ATCC 14126.

Todas as estirpes foram identificadas por sequenciamento da regido 16S rRNA e
submetidas a testes para determinacdo de grupos bacterianos: Bacillus produtores de esporos
(TRAVERS; MARTIN; REICHELDERFER, 1987), BALs - Bactérias Acido Ldcticas
(HAJAR; HAMID, 2013); grupos enzimdticos: proteoliticas e amiloliticas (SIZEMORE;
STEVENSON, 1970), Ilipoliticas (SIERRA, 1957) e celuloliticas (LUCKOVICH,
STELLWAG, 1993).

Essas estirpes foram avaliadas quanto a produg¢do de enzimas extracelulares
bacterianas relacionadas a patogenicidade: Elastase (RUST; MESSING; IGLEWSKI, 1994);
Gelatinase, Caseinase, Lipase e Fosfolipase (RODRIGUES et al.,1993). E foram testadas
quanto a aderéncia em microplacas utilizando 200ul de células em suspensdo incubadas a
35°C por 48h, seguindo a descricdo de Christensen et al. (1985).

As estirpes foram submetidas a condi¢gdes extremas de temperatura e pH. Foi
verificada a capacidade de crescimento em valores de pH 5 € 9 em caldo LB (Luria Bertani) a
35°C por até 48h, seguindo as recomendacdes de Cai et al. (1999). J4 a tolerancia a
temperatura foi verificada com as estirpes sendo expostas ao crescimento a 4°C e 40°C,
inoculadas em meio caldo LB (Luria Bertani) por 24h. As informacdes da origem,

identificacdo e caracteristicas das estirpes selecionadas seguem na Tabela 1.
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Tabela 1 — Origem, identificacdo e caracteristicas morfolégicas e enzimaéticas das estirpes
bacterianas selecionadas para prospeccdo de biomoléculas ativas

£

g l§“ _gn = s |P H rc
= 3 o ) 3
?n 172} g &E = <5 <5
58| B E s | Bl 5| 3
SS | S = 3 = R R R
8 3 8 Bacillus sp. Bacillus +| + | CeF | + + | +
9 = o Bacillus sp. Bacillus +
12 '% %D Bacillus sp. Bacillus + | -
13 £ 3 Bacillus sp. Bacillus | + | + | CeF | + + | +
25 2 Bacillus sp. Bacillus + | -
27 3 Bacillus sp. Bacillus + | -
44 E Arthrobacter sp. BAL + | -
47 3 g Bacillus sp. BAL + | -
48 é % Arthrobacter sp. BAL + | -
51 = 2 Bacillus sp. BAL +| + | CeF |+ |+ |+ ]| +
52 % 5 Bacillus sp. BAL +| + | CeF |+ |+ |+ ]| +
56 é \g Bacillus sp. BAL + | -
91 o © | Staphylococcus sp. | Proteolitica | + | -
92 .§ Micrococcus Proteolitica | + | -

F_é aloeverae
133 — Vibrio sp. Amilolitica | - | + F + | - |+ | +
34 Bacillus pumilus Bacillus + | +
38 v 8 Bacillus pumilus Bacillus + | +
87 .§ S Bacillus sp. BAL + | -
117 EE Vibrio sp. Proteolitica | - | + G S
120 = Vibrio olivae Proteolitica | - | + - + |+ [+ ]| +
121 3 % Vibrio sp. Proteolitica | - | + - + |+ |+ | +
167 g8 Vibrio sp. Celulolitica | - | + L |+ -]+]+
168 2 g Vibrio sp. Celulolitica | - | + F |+ |+ |+ +
171 g3 Vibrio sp. Celulolitica | - | + F + |+ [+ +
186 ° Vibrio sp. Lipoliticas | - | + - + |+ |+ | +
191 Vibrio sp. Lipoliticas | - | + G + | -1+ +

Fonte: elaborada pelo autora.
Legenda: BAL = Bactérias acido laticas C = Caseinase L = Lipase G = Gelatinase E = Elastase F = Fosfolipase,

T°C: temperatura.

3.2 Reativacio das culturas bacterianas e verificacio da pureza

As cepas selecionadas foram reativadas para verificacio de condicdes de
culturabilidade e pureza. Inicialmente foram feitos repiques em meio de cultura caldo LB
(Luria Bertani) 1% de NaCl e incubacdo em estufa a 35° C por 24 h. Depois desse periodo,

alcadas do material crescido foram repicadas na superficie de meio ndo seletivo Agar TSA
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(Tryptic Soy Agar) acrescido de 1% de NaCl. Em seguida, as cepas foram submetidas a
coloracdo de Gram para confirma¢do da morfologia e agrupamento celular e verificacdo de
pureza das mesmas. As cepas foram confirmadas em Gram-positivas e Gram-negativas

conforme a sua identificagao.
3.3 Teste de antagonismo: técnica de estrias cruzadas (streak cross).

O teste de antagonismo foi realizado pelo método de estrias cruzadas (streak
cross), de Williston, Zia-Walrath e Youmans (1947) com adaptacdes, conforme Figura 1. As
estirpes selecionadas que apresentaram antagonismo frente ao Vibrio harveyi ATCC 14126

foram testadas também frente ao Vibrio parahaemolyticus 10C 18950.

Figura 1 — Fluxograma do teste de antagonismo pelo método estrias cruzada (streak cross)

Estirpe crescida Estria central Estrias perpendiculares Estufa bacteriologica Resultado do teste
em Caldo BHI 35°C240

Fonte: Adapatado MAIA, 2021.

O teste consistiu no inéculo central (estria) sobre a superficie de Agar TSA
(acrescido com 1% de NaCl) usando a estirpe bacteriana indicadora, em placas de Petri. Em
seguida foram feitas estrias perpendiculares e distantes 0,5 mm do indculo central com as
cepas a serem testadas. O resultado foi observado apds incubagdo em estufa a 35°C por 24h.
O antagonismo entre as cepas foi verificado pela formacdo de uma zona de inibicdo entre as

estrias perpendiculares a estria central.

3.4 Extrato bacteriano livre de células (liquido metabélico)

As cepas selecionadas nesse estudo foram cultivadas em 40 mL de caldo LB
acrescido de 1% de NaCl com agitacdo por 24 h a 30°C. As células bacterianas foram
removidas por centrifugacdo (5.000 x g, 10 min) a 15°C e o sobrenadante livre de células das
culturas foi filtrado com filtro DuraporeTM de 0,45 pm (Milipore, Billerica, EUA) conforme

esquematizado na Figura 2.
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Figura 2 — Fluxograma do preparo do extrato bacteriano
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Fonte: elaborada pela autora.

3.5 Atividade antibacteriana por difusao em pocos

Para verificar o potencial antimicrobiano dos liquidos metabdlicos foram
realizados testes de antibiograma segundo o método de difusdo em pocos seguindo a
orienta¢do ditada pelo Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2016).
Foram utilizadas para os testes cepas-padrao de Vibrio harvey ATCC 14126 e Vibrio
parahaemolyticus 10C 18950. Os indculos foram preparados em tubos de ensaio contendo
solugdo salina 1%, tendo a turbidez ajustada de acordo com a escala de Mc.Farland 0,5 e
verificada em espectrofotometro com leitura a 625 nm. O indculo foi distribuido
uniformemente na superficie do meio dgar Muller-Hinton (Difco) (1% NaCl) em placas de
Petri com auxilio de swabs esterilizados, e em seguida foram perfurados pocos na camada de
Agar. Aliquotas de 50 pL do liquido metabdlico foram adicionados nos pogos e em seguida,
as placas foram incubadas a 35°C por 24 horas (CLSI, 2016). Os testes foram feitos em
duplicata. No controle negativo foi adicionado dgua destilada esterilizada em um pogo para
demostrar a auséncia de halo e como controle positivo o antibidtico Canamicina 30 pM para

evidenciar atividade antibacteriana com a presenca de um halo (Figura 3).
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Figura 3 — Fluxograma do antibiograma pelo método difusao em pocos
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Fonte: elaborada pela autora.

3.6 Obtencao de extrato lipopeptidico

Isolamento de lipopeptideos (LP) por extracio foi feita nas cepas que
apresentaram atividade antibacteriana frente a, pelo menos, uma bactéria indicadora ( as
cepas-padroes de Vibrio harvey ATCC 14126 e Vibrio parahaemolyticus IOC 18950). As cepas
foram cultivadas em 40 mL de caldo LB, com agitacdo, por 24 h a 30°C. O volume obtido foi
usado para a purificacao de lipopeptideos de cada cepa.

As células bacterianas foram removidas por centrifugacdo (5000 x g, 10 min) a
15°C, e o sobrenadante livre de células das culturas foi usado para a extragcdo de lipopeptideos
com acetato de etila. O sobrenadante da cultura e o solvente acetato de etila foram misturados
em uma propor¢ao de volume de 1: 1,1 (v/ v), com a adicao de NaCl (30 g/ L). A suspensdo
foi misturada por 2 h em um sistema magnético mixer. A fracdo de acetato de etila foi
coletada e foi secada em um evaporador rotativo (Biichi Rotavapor R-215, Suiga). Os
metabdlitos foram ressuspensos em metanol e filtrada através de um filtro DuraporeTM de
0,45 um (Milipore, Billerica, EUA), seguindo as recomendacdes de Dimkic et al. (2017),

conforme o ilustrado na Figura 4.
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Figura 4 — Fluxograma da extracdo da por¢do lipopeptidica dos liquidos metabdlicos
bacterianos
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Fonte: elaborada pela autora.

3.7 Cromatografia em camada delgada (CCD).

Os extratos lipopeptidicos foram submetidos a cromatografia em camada delgada
(CCD). Os extratos foram aplicados em placas de silica gel (ALUGRAM Xtra SIL G/UV254)
e como fase mével foram utilizados Metanol: dcido acético: benzeno (3:1:0,5). A migracao
pela fase fixa (silica gel) promove a separacdo de compostos dos extratos e em seguida a
placa de silica foi aerada para eliminar a possivel interferéncia dos solventes no teste
antimicrobiano. Apds a corrida, as substincias foram reveladas por meio de exposi¢do a luz
UV (LONG WAVE ULTRAVIOLET 365 nm), com a finalidade de mostrar compostos que

ndo apareceram em luz natural.

3.8 Atividade antibacteriana pela técnica de Bioautografia.

Para detectar a atividade antibacteriana através da aplicacdo da técnica de
bioautografia (PESSINI et al., 2003). As placas cromatograficas anteriormente utilizadas na
separacao dos compostos foram colocadas em placas de Petri e cobertas com uma camada do
meio de cultivo agar Mueller-Hinton fundido e inoculado com culturas bacterianas
indicadoras em concentragdo de 1,5 x 108 UFC mL !, ajustadas em solucdo salina 1% a
turbidez de acordo com a escala de Mc.Farland 0,5 verificada em espectrofotometro com
leitura a 625 nm. Apds a solidificagdo do agar, as placas foram levadas a estufa a 35° C por

24 horas (Figura 5).
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Figura 5 — Fluxograma da atividade antibacteriana dos extratos lipopeptidicos pela técnica
de Bioautografia
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Fonte: elaborado pela autora.

Ap0s incubagdo, a superficie do meio de cultivo foi borrifada com uma solugado de
cloreto de tetrazdlio 5% e incubada novamente em estufa a 35°C por 2 horas. Esse revelador
facilita a visualizacdo de zonas claras ao redor da édrea de corrida nas cromatoplacas indicando

inibicdo do crescimento das estirpes bacterianas indicadoras.

3.9 Efeitos da temperatura sobre a atividade antibacteriana dos extratos lipopeptidicos

bacterianos (ELB)

Os extratos lipopeptidicos com atividade antibacteriana detectada foram
submetidos a temperaturas de 45°C e 100°C por periodos de 30 e 60 minutos, cada
temperatura seguindo as orientagdes de Choeisoongnern et al. (2020). Depois da exposi¢ao, a

atividade antibacteriana foi novamente testada.
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3.10 Efeitos da exposicio a enzima proteinase K sobre a atividade antibacteriana dos

extratos lipopeptidicos bacterianos (ELB)

Os extratos lipopeptidicos com atividade antibacteriana detectada foram expostos
a acdo enzimdtica. Foi utilizado 50 pL do extrato lipopeptidico + 50 pL da solu¢do enzimatica
proteinase K (foi incubada a 37°C por 4 h em tampao 50 mM tampao fosfato de potéssio, pH
7,0, posteriormente aquecida por 10 min a 100°C). Como controles positivo e negativo foram
usados aliquotas da enzima ativada (solucdo enzimatica de proteinase K) e inativada (solug¢do
enzimdtica de proteinase K aquecida por 10 min a 100°C), respectivamente. A enzima
proteinase K foi utilizada a uma concentracdo final de 1 mg/ml, seguindo as orientacdes de
Choeisoongnern et al. (2020) com adaptagdes. Apds o resfriamento, a atividade antibacteriana

foi testado novamente usando método de difusdo em pocos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As cepas selecionadas do acervo de bactérias isoladas do trato intestinal de
crustdceos com perfil de antagonismo ao Vibrio harveyi ATCC 14126, também foram
antagodnicas ao Vibrio parahaemolyticus 10C 18950, conforme a Tabela 2. Essa capacidade
vibriocida ¢ um marcador importante na busca por bactérias produtoras de compostos

bioativos para uso na carcinicultura.

Tabela 2 — Resultado do teste de antagonismo frente ao Vibrio parahaemolyticus
I0C 18950 pela técnica de estrias cruzadas (streak cross)

Codigo das | Origem Identificacao Antagonismo
Cepas

8 s S Bacillus sp. +

£ 3 :

9 2.8 Bacillus sp. +
12 = % Bacillus sp. +
13 © Bacillus sp. +
25 Bacillus sp. +
27 8 Bacillus sp. +
44 zg = Arthrobacter sp. +
47 g2 Bacillus sp. +
48 3 \En Arthrobacter sp. +
51 3 g Bacillus sp. +
52 g2 Bacillus sp. +
56 2 'cg Bacillus sp. +
91 55 Staphylococcus sp. +
92 3 Micrococcus aloeverae +
133 Vibrio sp. +
34 Bacillus pumilus +
38 - Bacillus pumilus +
87 zg § Bacillus sp. +
117 g = Vibrio sp. +
120 S5 Vibrio olivae +
121 3 E Vibrio sp. -
167 £ .8 Vibrio sp. +
168 2 2 Vibrio sp. +
171 g3 Vibrio sp. +
186 2 Vibrio sp. +
191 Vibrio sp. +

Fonte: elaborada pela autora.

Nesse contexto, Abreu (2019) ao prospectar estirpes potencialmente probidticas
isoladas do trato intestinal de camardes cultivados detectou que os isolados apresentaram

atividade antagonista positiva. Aproximadamente 32% das estirpes foram eficientes quando
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testadas frente a estirpe patégena Vibrio harveyi, dentre os isolados estdo representantes dos
grupos Bacillus, Vibrios, Arthrobacter, Staphylococcus e Micrococcus.

O género Bacillus oferece uma infinidade de compostos antagonistas exibindo
uma ampla gama de funcdes bioldgicas. Essa enorme versatilidade aumenta o interesse
industrial e ambiental das cepas de Bacillus, especialmente quando se considera seu alcance
de acdo contra a bactérias de origem alimentar ou fitopatogénica, bem como seu histérico de
uso seguro em alimentos (CAULIER et al., 2019).

Entre os isolados selecionados o grupo da bactéria probidtica Arthrobacter tem
demonstrado capacidade inibitdria contra os vibrios patogénicos V. parahaemolyticus, Vibrio
anguillarum e Vibrio nereis (Li et al., 2006). Li et al. (2008) em um estudo mostraram que a
alimentacdo com uma dose adequada da bactéria Arthrobacter pode modular a microflora do
intestino fornecendo prote¢do contra os patdégenos, presumindo o mecanismo de exclusdo
competitiva no intestino de camardes .

A bactéria Micrococcus luteus isolada do ambiente apresentou resultados
promissores em testes de atividade antibacteriana, sendo capaz de produzir metabolitos
antimicrobianos antagdnicos a um grupo de patégenos de origem alimentar (AKBAR et al.
2014). Esse grupo de bactérias do género Micrococcus foi usado como suplemento na dieta de
peixes e foi constatada sua capacidade de reduzir a microbiota patogénica (ABD EL-RHMAN
et al., 2009). Chabrillon et al. (2005) relataram caracteristicas probidticas favordveis em
estirpes do género Micrococcus isoladas de dourada Sparus aurata linnaeus em termos de
antagonismo frente ao Vibrio harveyi com a exclusdo competitiva. Sugita et al. (1998)
relataram a atividade antibacteriana de Micrococcus luteus origindrio de intestino do peixe
Callionymus sp. contra Vibrio vulnificus.

As bactérias do género Vibrio isolados do ambiente representam uma fonte de
compostos que inibem os patogénicos Vibrio cholerae e Vibrio parahaemolyticus. Foi testado
uma colecdo de 3.456 isolados ambientais de Vibrio de diversos habitats. Em andlises
posteriores de sequenciamento dos genomas foram detectados, em todos os isolados,
multiplos agrupamentos de genes biossintéticos que codificam metabdlitos secundarios com
potencial atividade antagonica (BURKS ez al. 2017).

Restrepo et al. (2021) testaram a acdo da bactéria Vibrio sp. como um probidtico
com potencial de limitar os efeitos prejudiciais da necrose hepatopancredtica aguda (AHPND)
em camardes cultivados. Apds os camardes serem desafiados com V. parahaemolyticus
causador de AHPND foi verificada diferenca na composi¢do do microbioma gastrointestinal

dos animais sauddveis e infectados. O experimento evidenciou o desafio de trabalhar com
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estirpes de vibrios patogenos, causadores de AHPND, e bactérias do mesmo género com agdo
probidtica uma vez que existe o risco potencial da cepa probidtica se tornar patogénica.
Assim, os autores confirmaram que a cepa do género Vibrio pode adquirir o plasmideo pV-
AHPND via transferéncia horizontal e causar a doenca em camardes.

Portanto, bactérias do género Vibrio podem se apresentar muitas vezes como
patégenos oportunistas, fazendo com que este género ndo seja a primeira op¢ao para formagao
de probidticos. Isso se baseia na necessidade de que os probidticos precisam de uma
composi¢ao de espécies que ndo apresente risco aparente para o cultivo. No entanto, os
vibrios ndo podem ser apenas descartados diante desse cendrio, deve-se considerar a produgdo
de substancias bioativas que fazem deste género uma potencial fonte para prospeccdo de
compostos.

Pesquisas anteriores t€ém demonstrado o efeito inibitério de extratos livres de
células de Bacillus contra bactérias patogénicas do género Vibrio, sob condic¢des in vitro e in
vivo. Esses extratos e as substancias isoladas a partir deles, poderiam ser uma alternativa ao
uso de antibidticos em cultivos de camardo (SRINIVASAN; RAMASAMY, 2017;
SRINIVASAN; RAMASAMY, 2009). Moshafi et al. (2011) apos terem feito uma pesquisa
sobre a curva de crescimento e a atividade inibitéria de bactérias do género Bacillus
evidenciaram que a maior atividade antimicrobiana foi obtida apds a etapa estaciondria na
curva de crescimento.

Zokaeifar et al. (2012) também testaram o potencial de estirpes bacterianas
probidticas para carcinicultura isoladas de picles fermentado frente as bactérias V. harveyi e
V. parahaemolyticus, patégenos de camardo. Esse tipo de bactérias que sdo produtoras de
bacteriocinas obtidas a partir de produtos lacteos fermentados foram capazes de inibir o
crescimento de espécies de Vibrio com resisténcia a multiplos antibidticos, uma vez que se
mostraram sensiveis as bacteriocinas produzidas in vitro e in situ (TEMITOPE et al., 2020).

A detec¢do da producdo de antibidticos por bactérias particulares é importante
para determinar sua capacidade como agente de biocontrole contra doencas. A triagem de
cepas candidatas a produgdo de antibidticos, seguida pela deteccdo direta de seus perfis de
antibidticos, fornece uma abordagem ripida em comparacdo com o método tradicional de
selecdo (DE SOUZA; RAAIJAMAKERS, 2003).

Assim, nosso estudo focou na selecdo de bactérias probidticas para prospeccao de
substincias bioativas por serem eficientes contra representantes do género Vibrio elencadas
entre os patogenos de camardo. O estudo foi direcionado para estratégias de extracdo de

substancias antibacterianas a partir de extratos bacterianos livres de células. Esses extratos
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oriundos das cepas selecionadas foram testados frente a Vibrio harveyi ATCC 14126 e Vibrio
parahaemolyticus 10C 18950 pelo método de difusdo em pogos, conforme o resultado na

Tabela 3.

Tabela 3 - Resultado da atividade antibacteriana pela técnica difusdo em pocos dos extratos
bacterianos livres de células

Codigo Antibiograma
das Origem Identificacdo V. harveyi |V. parahaemolyticus
Cepas ATCC 14126 I0C 18950
8 "q'; 2 Bacillus sp. + +
9 = tzﬁ g Bacillus sp. + +
12 g8~ Bacillus sp. + -
13 = © Bacillus sp. + :
25 Bacillus sp. - -
27 . QO Bacillus sp. - -
44 15 6 Arthrobacter sp. + -
47 g ® % Bacillus sp. - +
48 S “C% = Arthrobacter sp. + -
51 8.2 3 Bacillus sp. + +
52 _g § 5 Bacillus sp. - +
56 - Bacillus sp. + -
91 £ \g Staphylococcus sp. - -
92 o Micrococcus aloeverae - +
133 Vibrio sp. - -
34 Bacillus pumilus + +
38 5 - Bacillus pumilus + +
87 1§ 8 Bacillus sp. + -
117 g 59 Vibrio sp. - -
120 S '§ \é/ Vibrio olivae + +
121 S .2 8 Vibrio sp. . +
167 23% Vibrio sp. - +
168 2 © Vibrio sp. - +
171 E § Vibriolsp. . :
186 Vibrio sp. + +
191 Vibrio sp. - -

Fonte: elaborada pela autora.
Legenda: (+) = presenca de halo de inibicdo nas placas testadas, (-) = auséncia de halo. Presenca de halo
significa a existéncia de atividade antibacteriana dos extratos bacterianos.

As cepas 25, 27, 91, 117, 133, 171 e 191 ndo apresentaram atividade no teste do
liquido metabdlico (livre de células), entretanto no teste de antagonismo dependente de

contato (célula contra célula) foram positivos.

Esse padrao pode ser explicado pela existéncia de diferentes vias antagodnicas
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interbacterianas. J4 foram detectadas vias antagbnicas em todos os principais filos
bacterianos, incluindo mecanismos dependentes e independentes de contato, em muitos casos.
O antagonismo dependente de contato é mediado por uma multiplicidade de sistemas de
secrecdo, incluindo as vias tipo IV, V e VI em Organismos Gram-negativos e o sistema de
secrecdo Esx de Bactérias Gram-positivas. Cada um desses sistemas fornece proteinas
efetoras toxicas para células vizinhas e emprega proteinas de imunidade cognata para prevenir
a intoxicagdo por si mesmo e por células préximas. Esse antagonismo interbacteriano também
pode ocorrer por outras vias, como troca de toxina mediada por fusdo de membrana externa e
producdo de bacteriocinas associada a superficie. (PETERSON, BERTOLLI, MOUGOUS,
2020).

Outra possibilidade € a influencia da origem das cepas sobre os padrdes de
substancias bioativas. As bactérias que foram isoladas do trato intestinal de caranguejos que
sd0 animais nativos foram quase todas eficientes contra as cepas indicadoras. Comparando
com os isolados de animais cultivados foi verificado menor frequencia de metabdlitos com
acdo vibriocida.

Dentre as linhagens bacterianas, o género Bacillus vem sendo estudado devido a
sua capacidade de produzir compostos inibitérios de estrutura diferentes (STEIN, 2005),
sendo esse género considerado muito importante por isso. Além dos derivados peptidicos,
antibidticos lipopeptidicos como a surfactina também foram isolados e caracterizados a partir
deste género (MANNANOV; SATTAROVA, 2001). Uma ampla gama de substancias
antimicrobianas produzidas por Bacillus spp. isolados de artrépodes foram descritos,
incluindo dcidos arométicos, acetilaminodcidos (andlogos de aminodcidos) (GEBHARDT et
al., 2002).

Caulier et al. (2019), em uma revisdo sobre o grupo Bacillus, propuseram uma
estrutura de classificagdo consistente com base em vias biossintéticas e natureza quimica.
Essa classificacdo foi sugerida para estabelecer abordagens sistemdticas para descobertas e
caracterizacoes de novas moléculas (biossintese, natureza quimica e atividade). A maioria das
publicacdes atuais relata atividade antimicrobiana de fra¢Oes parcialmente purificadas que
podem envolver misturas de compostos bioativos. E para avaliar a atividade de um composto
Unico, sdo necessdrias implementacdes de confirmacdo genética, para que novos compostos
origindrios sejam identificados, caracterizados e devidamente classificados.

Isso posto, o fracionamento de extratos para melhor rateio da bioatividade € ideal
para a melhor caracterizacdo das substancias bioativas. Com isso, foi feita a extragdo da

porcao lipopeptidica das cepas com atividade antibacteriana no teste anterior para a realiza¢do
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da cromatografia em camada delgada dos extratos seguidos da bioautografia para confirmacgdo

da atividade antibacteriana dessa por¢ao, conforme a Tabela 4.

Tabela 4 - Resultado da atividade antibacteriana pela técnica de bioautografia dos
extratos lipopeptidicos frente ao V. parahaemolyticus 10C 18950 e Vibrio harveyi
ATCC 14126 das cepas que tiveram positividade quanto a atividade antibacteriana

dos extratos bacterianos livres de células

Cédigo das | Identificacao das cepas dos Bioautografia
Cepas Extratos Lipopeptidicos V. parahaemolyticus IOC 18950

8 Bacillus sp. +

9 Bacillus sp. +

47 Bacillus sp. +

51 Bacillus sp. +

52 Bacillus sp. +

92 Micrococcus aloeverae +
120 Vibrio olivae +
121 Vibrio sp. +
167 Vibrio sp. +
168 Vibrio sp. +

V. harveyi ATCC 14126

12 Bacillus sp. +

13 Bacillus sp. +

34 Bacillus pumilus +

38 Bacillus pumilus +

44 Arthrobacter sp. +

48 Arthrobacter sp. -

56 Bacillus sp. +

87 Bacillus sp. +

Fonte: elaborada pela autora.

Legenda: (+) = presenca de halo de inibicdo nas placas testadas, (-) = auséncia de halo. Presenca de

halo significa a existéncia de atividade antibacteriana dos extratos bacterianos.

O lipopeptideo produzido pela bactéria B. amyloliquefaciens SUOS mostrou

atividade potente frente a V. anguillarum, V. harveyi, V. vulnificus, V. salmonicida, V. septicus,

V. fischeri e V. Splendidus (ALJOWAIE et al., 2021). Chen et al. (2017) também revelaram

que lipopeptideos de Bacillus licheniformis MBO1 inibiu fortemente V. parahaemolyticus.

Dimkic e et al. (2017), relataram que com base nos espectros de extratos

lipopeptidicos, o rendimento global, ou seja, a intensidade relativa dos picos, foi maior para

os extratos obtidos por extracdo com acetato de etila, evidenciando melhor rendimento com

esse solvente.

O processamento é uma etapa importante nos principais protocolos de

producdo de biomoléculas e a extragdo organica do sobrenadante da cultura constituindo uma

prética frequente para a obtencio de produtos hidrofébicos (CORONEL-LEON et al., 2015).
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Nesse estudo, a maioria dos liquidos metabdlicos apresentou atividade
antimicrobiana na por¢do lipopeptidica dos extratos selecionados frente as duas estirpes de
Vibrio usadas como indicadoras. Entretanto, alguns desses liquidos metabdlicos testados
foram efetivos apenas frente um dos patdgenos testados. O metabolismo primério pode
influenciar na producdo de lipopeptideos (WU et al., 2019), por exemplo, acetato, lactato,
acetoina e 2,3-butanodiol sdo metabdlitos extracelulares primérios produzidos por Bacillus
spp- (DHALI et al., 2017).

A bioautografia ¢ um método sensivel, qualitativo e, portanto, adequado nos
estdgios iniciais da pesquisa (MARGHITA et al., 2013). Os ensaios bioautograficos, apesar
de qualitativos, sdo uma ferramenta importante no auxilio para o isolamento e identificacdo
dos compostos com atividade antimicrobiana (SILVEIRA, 2011). Entretanto, poucos estudos
se concentraram nos supostos efeitos sinérgicos dessas misturas bioativas. Além disso, a
concentracdo de compostos purificados ou semi-purificados muitas vezes permanece
descaracterizada ou biologicamente irrelevante (CAULIER et al., 2019).

Nesse estudo, a por¢ao parcialmente purificada de lipopeptideos quando testada a
atividade antibacteriana pelo método de bioautografia mostrou-se eficiente contra os
patégenos testados apds a separacdo em CCD, entretanto € necessario uma caracterizagao
quimica dos extratos para rastrear os compostos que foram responsdveis pela atividade
antibacteriana.

A CCD juntamente com a bioautografia mostrou diferentes zonas inibi¢do das
bactérias vista pela formacdo de zonas claras no dgar (sem a coloragdo vermelha do corante
indicador de crescimento bacteriano) e outras as zonas foi em toda a corrida e aquelas onde
houve uma divisdo ou separacdo de zonas ativas contra as bactérias. Os antibidticos de
origem bioldgica muitas vezes vieram como misturas que parecem explorar o sinergismo
como mecanismo de acdo (PATEL ez al., 2014).

Portanto, os resultados dos testes de bioautografia para os extratos lipopeptidicos
mostram que houve efeito sinérgico, pois, a ocorréncia da atividade antibacteriana foi em
maioria em torno de toda a corrida da CCD, conforme as figuras 6 e 7. Em contraste, Dimkic
et al. (2017) obtiveram resultados diferentes, no teste de bioautografia a atividade
antibacteriana dos extratos lipopeptidicos individuais mostraram a presenca de mais de uma

zona de exibi¢do, ou seja, ndo houve efeito sinérgico.
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Figura 6 — Imagens dos resultados das CCD em luz UV realizadas com os
extratos lipopeptidicos das bactérias e suas respectivas bioautografias frente V.
harveyi ATCC 14126: (A) Bacillus sp. (12); (B) Bacillus sp. (13); (C) Bacillus
pumilus (34); (D) Bacillus pumilus (38); (E) Arthrobacter sp (44); (F) Bacillus
sp. (56); (G) Bacillus sp (87)

Fonte: autora.

Entretanto, nesse estudo, em apenas uma cepa houve uma divisdo ou separacdo de
zonas ativas contra as bactérias, podendo evidenciar a existéncia de mais de uma substancia
quimica que foi efetiva frente ao patégeno. Como o encontrado por Dimkic et al. (2017).
Portanto, os extratos lipopeptidicos tiveram diferentes comportamentos quando a zonas de

inibic¢do.



Figura 7 — Imagens dos resultados das CCD na luz UV realizadas com os extratos
lipopeptidicos das bactérias e suas respectivas bioautografias frente V.
parahaemolyticus 10C 18950: (A) Bacillus sp. (8); (B) Bacillus sp. (9); (C) Bacillus
sp. (47); (D) Micrococcus aloeverae (92); (E) Bacillus sp. (51); (F) Bacillus sp.(52);
(G) Vibrio olivae (120); (H) Vibrio sp. (121); (I) Vibrio sp. (167) e (J) Vibrio sp. (168)

Fonte: autora.
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Apos a avaliagdo da atividade antibacteriana pela bioautografia, foram realizados

os ensaios de estabilidade com exposi¢do a temperatura e para confirmar a produ¢do de um
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composto protéico a exposicdo de enzima proteolitica para reunir informagdes sobre as
substancias e dados de referéncia para sua aplicacdo pratica na industria da aquicultura.

Os lipopeptideos tem vdérias vantagens devido ao alto rendimento, estabilidade em
pH e temperatura extremos (ALJOWAIE et al., 2021). Nossos resultados mostraram as
fracOes bioativas antibacterianas na maioria dos extratos lipopeptidicos foram desnaturadas
pela exposicdo as temperaturas mais elevadas. Excecdo foram os extratos das cepas 34, 38 e

120 que mantiveram seu efeito bactericida depois da exposi¢ao, conforme mostra Tabela 5.

Tabela 5 — Resultado do efeito da temperatura na producdo de lipopeptideos dos extratos
lipopeptidicos frente ao Vibrio harveyi ATCC 14126 e Vibrio parahaemolyticus 10C 18950
selecionados utilizando a técnica de difusdao em pocos

Vibrio harveyi Vibrio parahaemolyticus
ATCC 14126 I0C 18950
T 45°C T 100°C T 45°C T 100°C
Extratos
lipopeptidicos | 30,15 | 60min | 30min | 60min | 30min | 60min | 30min | 60min
8 (- (- () (-) (- (- (- (-
9 (-) (-) (-) (-) () (-) (-) (-)
34 (-) (-) (-) (-) (+) (+) (-) (-)
38 +) +) (+) (+) (+) (+) (9 ()
51 (-) (-) (-) (-) () (-) (-) (-)
120 (+) (+) (+) (+) () (- (- (-
186 (-) (-) (-) (=) (-) (=) (- (-

Fonte: autora.

Sendo esse resultado diferente do encontrado por Motta, Cladera-Oliveira e
Brandelli (2004), onde a atividade antimicrobiana dos 19 filtrados selecionados foi resistente
ao calor até 100°C por 15 min. Gao et al. (2017) em seus resultados indicaram que a
substancia anti-Vibrio existente no caldo livre de células de cepas probidticas de Bacillus era
muito estdvel termicamente, havia 69,73% de atividade remanescente apds ser tratada a 121
°C por 15 min, em comparagio com o controle 20°C, 60 minutos.

Dentre as cepas que mantiveram sua bioatividade apds a exposi¢do a temperatura
elevadas nesse estudo, a estirpe 120 de acordo com suas caracteristicas (tabela 1) obteve
resisténcia térmica a 4°C e 40°C, podendo isso ter relagdo com a resisténcia térmica das
substancias extraidas dessa cepa encontrada pés extragao das substancias.

Essas substancias que apresentaram alta resisténcia térmica e baixo peso

molecular sdo caracteristicas de pequenos peptideos hidrofébicos que constituem as
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bacteriocinas classe II (RILEY; WERTZ, 2002), isso pode indicar que essas cepas produziram
substancias que foram resistentes a temperaturas elevadas e podem ter as mesmas
caracteristicas dessa classe de substancias.

Temitope et al. (2020) também testaram bactérias acido laticas contra espécies de
Vibrio e as bacteriocinas produzidas por esses isolados foram estaveis a 60°C e 90°C por 20
minutos, mas ndo foram estiveis a 121°C por 15 minutos. A estabilidade térmica das
bacteriocinas produzidas por esses isolados representa uma vantagem para uso potencial na
inddstria de aditivos para a aquicultura. Chalasani et al. (2015) purificaram um composto
antibacteriano de Bacillus sp. que também foi estdvel em diferentes temperaturas, cerca de
80% de atividade foi mantida em 80°C por 1 h, 75% a 100°C por 30 min e 60% a 121°C por
20 min.

Nesse contexto, foi feito uma exposi¢do de enzima proteolitica nas cepas para
confirmacdo da sua capacidade de produzir compostos protéicos com atividade bioativa,

confirmada no teste de difusdo em pogos, conforme Tabela 6.

Tabla 6— Resultado da atividade antibacteriana dos extratos lipopeptidicos pds
exposicdo a proteinase K frente ao Vibrio harveyi ATCC 14126 e Vibrio
parahaemolyticus 10C 18950 selecionados utilizando a técnica de difusio em

pocos
Atividade antimicrobiana pés tratamento com
proteinase K
Extratos Lipopeptidicos
Vibrio harveyi V. parahaemolyticus
ATCC 14126 10C 18950
(8) Bacillus sp. (+) Q)
(9) Bacillus sp. +) ()
(34) Bacillus pumilus (+) ()
(38) Bacillus pumilus (+) (-)
(51) Bacillus sp. (+) )
(120) Vibrio olivae (+) (-)
(186) Vibrio sp. (+) ()

Fonte: autora.

Enzimas proteoliticas foram testadas em sobrenadante livre de células de 19 cepas
isoladas da Bacia Amazonica. E as substancias antimicrobianas foram parcialmente resistentes
ao tratamento proteolitico, apenas duas cepas foram sensiveis tanto a tripsina quanto a

pronase, sugerindo que uma porcao proteica esteja envolvida na atividade. Isso pode indicar
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que substancias semelhantes a bacteriocinas estdo implicadas na atividade antimicrobiana.
(MOTTA; CLADERA-OLIVEIRA; BRANDELLI, 2004).

Em contraste, Moshafi et al. (2011) ndo registraram efeito de proteases sobre a
atividade inibitéria em caldo de cultura. Em nossa pesquisa, os extratos lipopeptidicos foram
efetivos apenas contra uma das bactérias testadas (V. harveyi) apds exposi¢do a proteinase K,
conforme mostra as figuras 8 € 9.

Temitope et al. (2020) testaram o sobrenadante livre de células de 12 cepas de
bactérias dcido laticas tratadas com enzimas proteoliticas (tripsina e pepsina) testadas pelo
ensaio de difusdo em poco de dgar contra o Vibrio spp. E a atividade antimicrobiana de todas
as cepas foi completamente inativada pelo tratamento com tripsina e pepsina, confirmando
que a inibicdo € resultado de um composto protéico. Esses sobrenadantes foram tratados com
catalase e hidréxido de s6dio (NaOH) e ndo teve efeito sobre a atividade inibitdria, ou seja, a
atividade antimicrobiana ainda foi mantida, indicando que o peréxido de hidrogénio e os
acidos organicos ndo foram responsaveis pela inibi¢do observada.

Chalasani et al. (2015) testaram a partir de um composto antimicrobiano
purificado de Bacillus sp. a estabilidade contra enzimas proteoliticas, solventes organicos,
surfactantes e sais metélicos. Esse composto antimicrobiano mostrou-se estdvel apods
tratamento com as enzimas proteoliticas tripsina (10 mg/mL) e proteinase K (5 mg/mL). A
atividade antibacteriana foi mantida pelas amostras apds o tratamento com tripsina e
proteinase K. A atividade antimicrobiana ndo foi reduzida pelos solventes organicos (50%
v/v) e pelos tensoativos na concentracao final de 1%, indicando a natureza hidrofébica do
composto. A atividade biolégica ndo foi afetada pela presenca de sais metélicos.

A figura 8 mostra a eficiéncia dos extratos apds exposicdo a proteinase K,
podendo indicar que as substancias sdo de origem protéica, e foram eficientes para apenas
uma espécie de bactéria patogénica. Ja a figura 9 evidencia a ndo efici€ncia dos extratos frente
a um dos patdgenos testados. A substancia anti-Vibrio existente no caldo livre de células de
cepas probidticas de Bacillus teve um bom desempenho na resisténcia a digestdo enzimatica,
uma vez que nenhuma das enzimas que foi testada (proteinase K, tripsina, quimotripsina,

lisozima) causou o desaparecimento completo da atividade (GAO et al., 2017).



Figura 8 — Resultado da exposicdo da enzima proteinase K nos extratos
lipopeptidicos selecionados: (A) Bacillus sp. (12); (B) Bacillus sp. (13); (C) Bacillus
pumilus (34); (D) Bacillus pumilus (38); (E) Bacillus sp. (51); (F) Vibrio olivae (120);
(G) ) Bacillus sp. e (H) controles (+) e (-), frente o Vibrio harveyi ATCC 14126
utilizando a técnica de difusao em pogos

Fonte: autora.

Figura 9 - Resultado da exposicdo da enzima proteinase K nos extratos
lipopeptidicos selecionados: (A) Bacillus sp. (12); (B) Bacillus sp. (13); (C) Bacillus
pumilus (34); (D) Bacillus pumilus (38); (E) Bacillus sp. (51); (F) Vibrio olivae
(120); (G) Bacillus sp. e (H) controles (+) e (-), frente o V. parahaemolyticus 10C
18950 utilizando a técnica de difusdao em pogos

Fonte: autora.
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Por outro lado, Prathiyiraj ef al. (2021) em um estudo compararam a influéncia de
uma dieta comercial e formulada de uma dieta lipopeptidica em vdrios aspectos da saide do
Penaeus vannamei. A dieta lipopeptidica obteve melhor desempenho de crescimento e taxa de
crescimento especifica do camardo, aumentando seu peso total. Essa alimentacio
lipopeptidica melhorou resisténcia a doenca em camardo contra o patégeno Vibrio, também
melhorou a imunidade e atividade de enzimas digestivas em camardes. O perfil do
microbioma intestinal revelou a abundancia de componentes bacterianos com interagdes
ecoldgicas benéficas no camardo alimentado com dieta lipopeptidica, enquanto o grupo
controle apresentou abundancia de patégenos oportunistas. E os resultados concluiram que a
dieta lipopeptidica influenciou positivamente o crescimento, imunidade e a saude geral do
camardo. Assim, a dieta suplementada com lipopeptideos pode ser uma solucdo adequada
para prevenir infec¢des prejudiciais por Vibrio e aumentar producdo geral de camarao.

Isso posto, algumas das cepas selecionadas desse estudo podem ser consideradas
potenciais biotecnologicamente para a industria de aditivos na aquicultura, sendo necessario
mais estudos incluindo caracterizagdo quimica, purificacio do(s) composto(s)

antimicrobiano(s) ensaios ecotoxicoldgicos e producdo dos compostos em larga escala.
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CONCLUSAO

A porcdo lipopeptidica da maioria das estirpes foi eficiente contra os patégenos de
camardo quando testada utilizando a técnica de bioautografia. A estabilidade térmica e a
resisténcia a acdo da proteinase k sdo bons indicativos da robustez das substincias e que
devem ser submetidas a andlises mais refinadas visando o uso na industria da aquicultura,
mais especificamente na maricultura, como alternativas no combate a patégenos bacterianos
comuns em patologias de animais cultivados.

Os resultados deste estudo indicam o potencial dos microrganismos pertencentes a
microbiota do trato intestinal de animais aquéticos como fonte de compostos antimicrobianos
inéditos e com ampla aplicagcdo tecnoldgica No entanto, para um produto final aplicdvel e
dentro dos niveis de biosseguranca s3o necessdrios estudos mais aprofundados

compreendendo prioritariamente o isolamento das substincias ativas e sua caracterizacao.
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ANEXO A - Local de origem das cepas estudadas.
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Codigo Identificacao Espécie de Crustaceos que Local de origem
da foram utilizados para a coleta
cepa das cepas

8 Bacillus sp. Caranguejo nativo Rio Pacoti (Fortaleza-
CE e Eusébio-CE)

9 Bacillus sp. Caranguejo nativo Rio Pacoti (Fortaleza-
CE e Eusébio-CE)

12 Bacillus sp. Caranguejo nativo Rio Pacoti (Fortaleza-
CE e Eusébio-CE)

13 Bacillus sp. Caranguejo nativo Rio Pacoti (Fortaleza-
CE e Eusébio-CE)
25 Bacillus sp. Camardo - Penaeus vannamei Florian6polis- SC
27 Bacillus sp. Camarao - Penaeus vannamei Florian6polis- SC
44 Arthrobacter sp. Camardo - Penaeus vannamei Florian6polis- SC
47 Bacillus sp. Camarao - Penaeus vannamei Florianpolis- SC
48 Arthrobacter sp. Camardo - Penaeus vannamei Florian6polis- SC
51 Bacillus sp. Camarao - Penaeus vannamei Florian6polis- SC
52 Bacillus sp. Camarao - Penaeus vannamei Florianpolis- SC
56 Bacillus sp. Camardo - Penaeus vannamei Florian6polis- SC
91 Staphylococcus sp. Camar@o - Penaeus vannamei Florianpolis- SC
92 Micrococcus aloeverae | Camardo - Penaeus vannamei Florian6polis- SC
133 Vibrio sp. Camardo - Penaeus vannamei Floriandpolis- SC
34 Bacillus pumilus Camardo - Penaeus vannamei Florian6polis- SC
38 Bacillus pumilus Camardo - Penaeus vannamei Florian6polis- SC
87 Bacillus sp. Camardo - Penaeus vannamei Floriandpolis- SC
117 Vibrio sp. Camardo - Penaeus vannamei Florian6polis- SC
120 Vibrio olivae Camardo - Penaeus vannamei Floriandpolis- SC
121 Vibrio sp. Camardo - Penaeus vannamei Florian6polis- SC
167 Vibrio sp. Camardo - Penaeus vannamei Floriandpolis- SC
168 Vibrio sp. Camardo - Penaeus vannamei Floriandpolis- SC
171 Vibrio sp. Camardo - Penaeus vannamei Florian6polis- SC
186 Vibrio sp. Camardo - Penaeus vannamei Floriandpolis- SC
191 Vibrio sp. Camardo - Penaeus vannamei Florian6polis- SC




