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RESUMO

Castro, Sandra Bertelli Ribeiro. Atividade de produtos vegetais contra
bactérias patogénicas para peixes. 2008. 53p. Dissertacio (Mestrado em
Microbiologia Agricola) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

No Brasil, a ocorréncia de doencas infecciosas é um dos principais
pontos criticos para a aqiiicultura, ocasionando elevados prejuizos ao setor.
Populacdes bacterianas resistentes a antibidticos sdo comumente encontradas em
ambientes aqudticos, o que torna necessdria a busca por terapias alternativas para
o controle das doencgas. Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a
atividade antimicrobiana de extratos de plantas e do fitoquimico 4cido ursélico
frente bactérias patogencias para peixes. Realizou-se o teste de difusdo em dgar
com 45 extratos metandlicos, contra os isolados Streptococcus agalactiae (SA
16-06), Flavobacterium columnare (FL 02-07L) e Aeromonas hydrophila (AE
255-03). Posteriormente, foi determinada a concentracdo inibitéria minima
(CIM) dos extratos ativos. O dcido ursélico foi isolado de Merremia tomentosa
(Choisy) Hallier e teve seu efeito antimicrobiano avaliado por meio de
determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) contra 48 isolados
bacterianos patogénicos para peixes. Dos 45 extratos, observou-se que 31
apresentavam atividade antibacteriana, tendo o isolado FL 02-07L sido o mais
sensivel. Os valores da CIM variaram de 93,75 a 1500 pg/mL, para os extratos
e, para o acido ursdlico, foram de 62,5 e 125 pg/mL. Os isolados de Aeromonas
hydrophila foram resistentes a este triterpendide. Os extratos avaliados e o dcido
ursélico apresentam potencial para uso em controle de infec¢des bacterianas na
piscicultura.

* Comité Orientador: Henrique César Pereira Figueiredo — UFLA (Orientador) e
Denilson Ferreira Oliveira — UFLA (CO-orientador).
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ABSTRACT

Castro, Sandra Bertelli Ribeiro. Activity of plant products against to fish
pathogenic bacteria. 2008. 53p. Dissertagdo (Mestrado em Microbiologia
Agricola) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

In Brazil, infectious diseases are common in aquaculture and causes high
economic losses. Streptococcus agalactiae, Flavobacterium columnare and
Aeromonas hydrophila are major pathogens for several fish species. The
common treatment used is the oral administration of antibiotics. The aim of this
work was to evaluate the antimicrobial activity of plant extracts and the ursolic
acid. A screening of 45 methanol plant extracts was performed to identify
antibacterial properties against the pathogens Streptococcus agalactiae
(SA 16-06), Flavobacterium columnare (FL 02-07L) and Aeromonas hydrophila
(AE 255-03). After that, the minimum inhibitory concentration (MIC) of the
active extracts was determined. The ursolic acid was isolated from Merremia
tomentosa (Choisy) Hallier and its antimicrobial effect determined by the
minimum inhibitory concentration (MIC) against 48 strains of fish pathogenic
bacteria. 31 of the 45 extracts analyzed showed antibacterial activity. The MIC
values ranged from 93,75 to 1500 ug/mL to extracts, the strain FL 02-07L was
the most sensitive. To ursolic acid the MIC values were 62,5 and 125 pg/mL.
The strains of Aeromonas hydrophila were resistant to this triterpenoid. The
plant extracts and ursolic acid evaluated in this study showed a good potential
for the control of bacterial infections in aquaculture.

* Comité Orientador: Henrique César Pereira Figueiredo — UFLA (Orientador) e
Denilson Ferreira Oliveira — UFLA (CO-orientador).
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento e a identificagdo de substincias terapéuticas para o
uso em seres humanos ou animais impulsionam vérias pesquisas, no sentido de
introduzir novas drogas no mercado farmacéutico. Entre as classes
farmacoldgicas de interesse, os antimicrobianos se destacam pela constante
demanda, em funcdo da ineficicia diante de microrganismos resistentes.

A reducdo gradativa da acdo de substincias antimicrobianas existentes
deve-se a elevada capacidade adaptativa dos microrganismos, que podem
adquirir mecanismos de resisténcia a essas drogas, por meio de modificacdes do
seu material genético. Sendo assim, um isolado bacteriano, que hoje € sensivel a
um antimicrobiano, pode, com o decorrer do tempo e pelo contato com outras
bactérias, tornar-se resistente.

A resisténcia a antimicrobianos ocasiona sérios problemas de sadde
publica e prejudica diversos segmentos da producdo animal. Ambos os fatores
causam impacto na agropecudria, principalmente quando atingem atividades
voltadas para a producio de alimentos, como € o caso da piscicultura. Por meio
desses fatores pode ocorrer a introdu¢do na cadeia alimentar humana de
patégenos e microrganismos nio patogénicos contendo genes de resisténcia a
antibioticos.

A piscicultura é uma atividade econdmica que vem encontrando
crescente evolucdo nas dltimas décadas e da qual um dos principais obstaculos é
a ocorréncia de doengas infecciosas. Essas ocasionam prejuizos diretos, oriundos
da morte dos animais e queda na produtividade e indiretos, frente ao aumento no
custo de produgdo devido ao dispéndio financeiro com tratamentos, controle e

prevengao.



O uso de antibidticos na aqiiicultura, de forma geral, é altamente
problemdtico em funcdo de uma série de fatores. Apesar disso, a
antibioticoterapia € a principal ferramenta utilizada no tratamento de doencas
infecciosas.

Outro aspecto relevante € a auséncia de antibidticos para uso exclusivo
na aqiiicultura. Esse emprego comum de drogas pode potencializar a indugdo da
resisténcia microbiana, atingindo a saide dos seres humanos, pois
microrganismos patogénicos para peixes também podem ser infectantes ao
homem.

A juncdo dos fatores citados expde o potencial de disseminacdo da
resisténcia bacteriana a partir do ambiente e produtos aqiiicolas, o que torna
evidente a necessidade de novas fontes de antibidticos para este e outros setores.

A investigacdo de substincias presentes em plantas € uma prética cada
vez mais comum entre os grupos que trabalham na pesquisa de firmacos. As
atividades farmacoldgicas dos extratos vegetais sdo verificadas por meio de
ensaios laboratorias e clinicos, direcionando os estudos para o isolamento e a
identificacdo de compostos ativos denominados fitoquimicos, dentre os quais
véarios com atividade antimicrobiana ja foram identificados.

Considerando-se a necessidade de novas substincias antimicrobianas e o
potencial das plantas para produzi-las, o objetivo da realizacao deste trabalho foi
verificar a atividade in vitro de extratos vegetais e do fitoquimico 4cido ursélico

contra bactérias patogénicas para peixes.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importiancia socioeconémica da aqiiicultura

A aqiiicultura é uma atividade em crescimento rdpido e continuo,
impulsionada, nos udltimos anos, pelas mudangas nos hdbitos alimentares das
populagdes e pelo aumento da demanda mundial por alimento (FAO, 2007).

Em 1950, a produgdo aqiiicola mundial era de aproximadamente 1
milhdo de toneladas. Cinqlienta anos depois, este nidmero aumentou
significativamente, atingindo, no ano de 2004, um valor quantitativo de 59,4
milhdes de toneladas.

Os paises da Asia e do Pacifico sdo responsaveis por 91,5% da produgio
mundial e 80,5% da renda gerada. A China destaca-se pela magnitude de sua
contribuicdo, que é de 69,6% do montante mundial. A Europa concorre com
3,9%, enquanto que a América do Norte e a América do Sul, incluindo a regido
do Caribe, colaboram com 1,3% e 2,3% da produgdo, respectivamente. O
continente Africano é responsdvel por 1,1% do volume global (FAO, 2006).

Na América do Sul, o desenvolvimento da aqiiicultura estd concentrado
em trés paises: Equador, Chile e Brasil (FAO, 2006). No Brasil, vérios fatores
justificam o crescimento da aqiiicultura, sendo a grande disponibilidade dos
recursos hidricos renovaveis, que abrange 18% da disponibilidade mundial, o
fator principal dessa expansdo (IBAMA, 2007).

O crescimento da agqiicultura colabora para o desenvolvimento
econdmico do pais, por meio da produgdo de alimentos e de outros artigos para
consumo interno e exportagdo, incremento no nimero de postos de trabalho,
diversificacio e otimizagdo no aproveitamento das &dreas de produgdo

agropecudria, entre outros (FAO, 2007).



No Brasil, o crescimento das atividades relacionadas a agqiiicultura
ocorreu a partir de 1990, com o planejamento da expansdo desta atividade por
meio da produgdo de camardes (Panaeus vannamei), tilapias (Oreochromis sp.),
carpas (Cyprinus carpio) e tambaquis (Colossoma macroponum) (FAO, 2007).

Dentre as espécies de peixes cultivadas no Brasil, destaca-se a tilapia-do-
nilo (Oreochromis niloticus), introduzida, inicialmente, na regido nordeste,
posteriormente espalhando-se por todo o territério nacional (Boscolo et al.,
2001). A f4cil adaptagdo aos sistemas de cativeiro, a aceitacdo de ragdes com
grande facilidade, o habito alimentar onivoro e a resisténcia a alta temperatura e
a baixa concentracdo de oxigénio tornam esta espécie a mais explorada na
piscicultura brasileira (Boscolo et al., 2001).

No ano de 2004, o Brasil ocupou a sétima posicdo entre oS maiores
produtores mundiais de tildpia, produzindo 69.078 toneladas, em comparacio
com a China ,que ocupa a primeira posi¢do, sendo responsavel pela producdo de

897.276 toneladas de tildpia (FAO, 2006).

2.2 Bactérias patogénicas relevantes para peixes

Os peixes sdo susceptiveis a diversas infeccdes bacterianas. Essas podem
acarretar prejuizos econdmicos para as pisciculturas em funcdo da alta
mortalidade gerada durante os surtos ou, ainda, das perdas financeiras em
virtude da diminuicao na eficiéncia produtiva (Hatha et al., 2005; Figueiredo et
al., 2006).

Entre as bactérias patogéncias para peixes destacam-se, no Brasil, as
Aeromonas méveis, Streptococcus agalactiae e Flavobacterium columnare
(Berridge et al., 2000; Evans et al., 2004; Miller & Nelly, 2004; Figueiredo et
al., 2005; Figueiredo et al., 2006; Hirsch et al., 2006; Godoy, 2006).



2.2.1 Aeromonas sp.

As bactérias do género Aeromonas sio bastonetes gram-negativos, nio
formadores de esporos, fermentadores e anaerdbios facultativos, presentes em
ambientes aqudticos (Hatha et al., 2005).

Este género é dividido em dois grupos distintos, segundo suas
caracteristicas de motilidade e de temperatura de crescimento. O primeiro grupo
¢ composto de bactérias ndo mdveis e psicrotréficas, enquanto o segundo é
representado pelas Aeromonas moveis e meséfilas (Mian, 2006; Buur & Frey,
2007).

O principal representante do grupo de Aeromonas ndao moveis ¢é
Aeromonas salmonicida, causadora de furunculose em peixes (Buur e Frey,
2007). Entre as Aeromonas modveis patogénicas para peixes, destacam-se A.
hydrophila, A. caviae, A. sobria, A. bestiarum e A. veronnii (Kozinska, 2007).

Aeromonas hydrophila é o patégeno, dentre as Aeromonas moveis, de
maior importincia para seres humanos e peixes. Essa bactéria é caracterizada
como bastonete gram-negativo, mével e causador de doencgas septicémicas em
diversos hospedeiros. Em seres humanos, estdo envolvidas, principalmente, em
casos de gastrenterites, infeccdes cutaneas e septicemias (Yu et al., 2007).

Os principais fatores de viruléncia associados aos processos infecciosos
causados por esse agente sdo: presenca de flagelos, secrecdo de exotoxinas,
como hemolisinas, glicerolfosfolipideos-colesterol aciltransferases (GCAT) e
lipases. Entretanto, faltam investigacdes com relagdo ao nimero e a quantidade
destas proteinas secretadas. Diversos isolados de A. hydrophila apresentam o
sistema de secregdo tipo III caracterizado pela formacdo de um canal no interior
da bactéria, que é projetado através da parede celular e interage com a
membrana e o citosol da célula hospedeira, com posterior secre¢cdo de proteinas

(Yu et al., 2007).



Os sinais clinicos mais freqiientes nas infec¢cdes causadas por
A. hydrophila em peixes sdo ulceracdes cutineas, que evoluem para septicemia.
Na prética, um alto indice de mortalidade é observado durante a manifestacio da

doenca (Wahli et al., 2005).

2.2.2 Streptococcus sp.

O género Streptococcus € composto por bactérias gram-positivas
causadoras de doencas em diversos hospedeiros, desde peixes até mamiferos.
Dentre os microrganismos desse género, a bactéria Streptococcus agalactiae é
um patégeno de destaque, sendo o agente etioldgico de infec¢des no sistema
nervoso de seres humanos e peixes (Berridge et al., 2001).

Em seres humanos, as infec¢des por Streptococcus agalactiae podem ser
caracterizadas por quadros de septicemia, pneumonia € meningite em neonatos e
também nos individuos imunocomprometidos (Magalhdes et al., 2007;
Pettersson, 2007).

Em neonatos, a infec¢do ocorre em funcio da contaminacdo do feto pelo
liquido aminidtico, quando a mae € portadora do microrganismo. O processo de
infeccdo nos recém-nascidos envolve a contaminacdo pulmonar, seguida pela
invasdo da corrente sangiiinea e da eventual colonizacdo das meninges
(Magalhaes et al., 2007; Pettersson, 2007).

Streptococcus agalactiae € um patégeno emergente para peixes de dgua
doce e salgada. Infec¢des causadas por esse agente ocasionam quadros com
intensa mortalidade e conseqiiente impacto econdmico (Pasnik et al., 2005).

Em 1957, no Japdo, foi relatado o primeiro caso de infec¢do por
Streptococcus sp. em trutas. Desde entdo, casos da doenga tém sido descritos em
vérias espécies de peixes (Yanong & Francis-Floyd, 2006).

Os sinais clinicos apresentados por peixes infectados com Streptococcus

agalactiae sdo natacdo errdtica, letargia, escurecimento, exoftalmia uni ou



bilateral, opacidade da cérnea, dreas hemorrégicas ao redor dos olhos, branquias
ou outras partes do corpo, ascite e ulceragdes (Yanong & Francis-Floyd, 2006).

Surtos provocados pela bactéria S. agalactiae sdo freqiientes nas
tilapiculturas. Ela gera alta mortalidade no inicio da infec¢do, atingindo,
posteriormente, uma taxa constante até o emprego de tratamento adequado. No
Brasil, freqiientemente, os casos de infec¢c@o sdo desencadeados nos periodos em
que a dgua atinge temperaturas proximas ou superiores a 30°C. Nestas
condi¢des, o patégeno encontra condicdes ideais para o seu desenvolvimento
(Salvador et al., 2005; Figueiredo et al., 2006).

Além do S. agalactiae, outras espécies do gé€nero Streptococcus sio
descritas na literatura como patégenos importantes para peixes de dgua doce,
como o S. iniae. O primeiro isolamento desta espécie ocorreu no ano de 1976, a
partir da les@o subcutanea de um golfinho na Amazonia. Atualmente, sabe-se
que o S. iniae é capaz de causar infeccdo em 24 tipos de peixes, incluindo o
género Oreochromis. Os peixes infectados por S. iniae e S. agalactiae,

geralmente, apresentam sinais clinicos similares (Miller & Nelly, 2004).

2.2.3 Flavobacterium columnare

Flavobacterium columnare é um bastonete gram-negativo, causador da
columnariose, doenga que afeta a maioria das espécies de peixes de dgua doce.
O primeiro isolamento desta bactéria foi relatado em 1922, em surto no rio
Mississippi (EUA), sendo posteriormente caracterizada como patogé€nica para
vérias espécies de peixe em cultivo e de vida livre (Grabowski et al., 2004).

Os sinais clinicos tipicos da columnariose sdo lesdes da pele e
nadadeiras, que evoluem para a necrose dos tecidos adjacentes. A doenga
acomete principalmente alevinos, porém, pode atingir também peixes adultos.
As lesdes podem apresentar secre¢do amarelada com ténue inflamagdo. Em

alguns casos ocorre adesdo do microrganismo as branquias e dependendo da



patogenicidade da amostra bacteriana os peixes podem morrer antes da
observagao de qualquer sinal clinico (Figueiredo et al., 2005; Suomalainen et al.,
2005; Zangh et al. 20006).

Nos Estados Unidos, € a segunda doenca mais impactante na industria de
catfish (Ictalurus punctatus) (Zhang et al., 2006). No Brasil, isolados bacterianos
obtidos de lesdes em peixes sugestivas de columnariose foram caracterizados
por reacdes bioquimicas, producio de enzimas, perfis de dcidos graxos e andlise
molecular, sendo todos identificados como F. columnare (Figueiredo et al.,
2005).

A variabilidade na patogenicidade de diferentes amostras da bactéria se
traduz em manifestagdes diferenciadas da doenga, dificultando a elaboragdo de
um tratamento padrdo. Essas diferengas sdo expressas, inclusive, com relacdo as
exigéncias fisico-quimicas durante o cultivo do microrganismo em laboratdrio.
Dessa forma, para diferentes isolados de F. columnare, a tolerancia ao cloreto de
s6dio, a temperatura 6tima para o crescimento € o pH do meio podem ser
diferenciados (Jinu & Goowin, 2004; Figueiredo et al., 2005).

As infecgdes causadas por F. columnare, geralmente, estdo associadas as
condi¢des ambientais, como densidade animal, estresse com mudanga de
temperatura, perdas de escamas dos peixes durante 0 manejo, aumento de nitrito
e queda do teor de oxigénio na dgua (Grabowski et al., 2004; Figueiredo et al.,

2005; Figueiredo & Leal, 2007).

2.3 Quimioterapia antimicrobiana

Os antibidticos sdo drogas de origem natural ou sintética, capazes de
matar ou inibir o crescimento de microrganismos, sendo utilizados para o
tratamento de doencas infecciosas em seres humanos, em animais e em plantas

(Serrano, 2005).



Durante os séculos XIX e XX, varias substancias antimicrobianas foram
identificadas, entretanto, muitas ndo foram aplicadas na clinica, devido a alta
toxicidade. O desenvolvimento da quimioterapia antimicrobiana comecou em
1936, com o uso da sulfanilamida e, posteriormente, com a producdo da
penicilina. Esta evolucdo terapéutica possibilitou que milhdes de pacientes com
infecgdes potencialmente fatais fossem tratados, obtendo-se um progndstico
favoravel (Chambers & Sande, 1996).

Os antimicrobianos sdo classificados, principalmente, em funcdo de sua
estrutura quimica e mecanismo de a¢do (Chambers & Sande, 1996). Na Tabela 1
estdo descritas, resumidamente, as principais classes de antibidticos e seus

respectivos mecanismos de agdo.

TABELA 1 Exemplos de classes de antimicrobianos e seus respectivos
mecanismos de acdo

Classe de antimicrobianos Mecanismo de acao Farmacos
representantes

das classes

Sulfonamidas Atividade contra bactérias gram-positivas e gram- Sulfametoxazol
negativas. Sao compostos quimicos com estrutura Sulfadiazina
andloga a do 4cido p-aminobenzéico (PABA), que Sulfametizol
agem de forma a impedir a utilizacdio do PABA Sulfasalazina
na sintese do 4cido félico. Ndo afetam as células Sulfacetamida
dos mamiferos, pois estes necessitam ingerir o
acido fdlico pela dieta, uma vez que sdo incapazes
de sintetiza-lo.

O uso de sulfonamidas foi acentuadamente
reduzido até a associacdo de Sulfametoxazol com
Trimetoprima, o que aumentou a eficiéncia destas

drogas.

“

... continua...”



“TABELA 1, Cont.”

Classe de antimicrobianos

Mecanismo de acao

Farmacos
representantes

das classes

S-lactamicos

Aminoglicosideos

Tetraciclinas

Quinolonas

Alta atividade contra bactérias gram-positivas,
mas também atuam em bactérias gram-negativas.
envolvidas

Inibem a acdo de enzimas na

transpeptidacdo, que s3o responsdveis pela

ligacdo das cadeias tetrapepitidicas na

constituicgdlo da parede celular. Com isso,

promovem o rompimento da parede celular.
Atividade basicamente contra bacilos gram-
negativos. Os aminoglicosideos agem na sintese
protéica, por meio dos seguintes mecanismos:

- ligacdo com a subunidade 30S do ribossomo, o
que impede a ligagdo da subunidade 50S;

- bloqueio da traducdo, dando origem a proteina
incompleta;

- incorporagdo de aminoécidos incorretos, o que

gera proteinas alteradas.

Possuem amplo espectro de ag@o.
Inibem a sintese protéica. Ligam-se a subunidade
30S do ribossomo e impedem o acesso do RNA

transportador aminoacil ao sitio de ligagdo.

Atuacdo mais eficiente contra bactérias gram-
negativas.

Inibe a DNA girase, ausente em células
eucariotas, que atua durante o processo de
DNA (4cido

replicacdo ou transcricio do

desoxiribonucleico).

Penicilina G
Ampicilina
Amoxicilina
Cefalexina
Cefaclor

Imipenem

Estreptomicina
Gentamicina
Tobramicina
Amicacina
Netilmicina
Canamicina

Neomicina

Clortetraciclina
Ocxitetraciclina

Metaciclina

Ac. Oxolinico
Norfloxacina

Ciprofloxacina
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“TABELA 1, Cont.”

Classe de antimicrobianos

Mecanismo de acao

Farmacos
representantes

das classes

Bacitracina

Cloranfenicol

Macrolideos

Polimixina e Colistina

Vancomicina

Atua sobre bactérias gram-positivas.
Seu uso ¢é limitado a aplicacdo tdpica. Seu
mecanismo de a¢@o consiste em inibir a sintese da

parede celular.

Apesar do amplo espectro de a¢do, este anibidtico
tem seu uso limitado por inibir a sintese protéica
mitocondrial em células de mamiferos.

Na bactéria, o cloranfenicol liga-se a subunidade
50S do ribossomo, no local da peptidiltransferase,

bloqueando a sintese protéica.

Sao ativos contra bactérias gram-positivas.
Atuam na sintese protéica, ligando-se a
subunidade 50S do ribossomo e impedindo a

translocacdo da cadeia do peptidio.

Atuam em bactérias gram-negativas.
Alteram a permeabilidade da membrana celular

bacteriana, devido a caracteristica anfipatica.

Atua em bactérias gram-positivas.
Inibe a sintese da parede celular. Liga-se com alta
afinidade ao  terminal  D-alanil-D-alanina

(unidades percursoras da parede celular).

Bacitracina

Cloranfenicol

Eritromicina
Claritromicina

Azitromicina

Polimixina B

Colistina

Vancomicina

Adaptado de Woods, 1999; Serrano, 2005.
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2.3.1 A resisténcia aos antibidticos

Os microrganismos apresentam protecdo contra a acdo de substincias
quimicas em fung¢do de sua propria constituicio celular. As bactérias
gram-negativas, por exemplo, possuem a membrana externa que age como uma
barreira fisica contra a entrada de diversas moléculas, incluindo os
antibacterianos. Ja as bactérias gram-positivas, em funcdo da auséncia de
membrana externa, tornam-se mais susceptiveis a a¢do de agentes toxicos a
célula (Wright, 2007).

O perfil de resisténcia bacteriana pode ser intrinseco, de forma que a
droga ndo atue sobre o microrganismo por auséncia de sitio de ac¢do, penetragao
ineficaz ou incapacidade de causar danos a processos vitais da célula
(Chambers & Sande, 1996; Serrano, 2005).

A segunda forma é a resisténcia adquirida por elementos genéticos
moveis, como os transposons € os plasmideos. A conjugacdo, a transformacio e
a transdugdo sdo os trés mecanismos utilizados na aquisicdo de novos genes
(Serrano, 2005; Wright, 2007).

Na conjugacdo, o material genético é transferido entre bactérias de uma
mesma espécie ou espécies diferentes, por meio de uma estrutura tubular
denominada pilus. Na transformagdo, a bactéria adquire os novos genes
assimilando-os do ambiente externo. No processo de transdugdo, a transferéncia
do material genético ocorre por meio da infeccdo da célula bacteriana por
bacteriéfagos (Serrano, 2005).

A rapida expansao de resisténcia aos agentes antimicrobianos pode gerar
um problema de satdde ptblica, como o reaparecimento de doencas infecciosas
que estavam total ou parcialmente controladas (Wright, 2007).

Na Tabela 2 estdo resumidos os principais mecanismos de resisténcia

bacteriana a agentes antimicrobianos.
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TABELA 2 Mecanismos de resisténcia de microrganismos a agentes

antimicrobianos.
Mecanismo Exemplo da aplicacdo dos mecanismos
de resisténcia
Receptores Resisténcia a vancomicina: os microrganismos resistentes alteram a por¢do
alterados terminal N-acil-D-Ala-D-Ala do peptideoglicano, para N-acil-D-Ala-D-lactato,

reduzindo a afinidade do antibidtico, que atua inibindo a sintese da parede celular.
Esse processo € regulado por 5 genes (vanR-vanS-vanH-vanA-vanX) que atuam

como uma unidade coordenada da expressdo génica (operon).

Inativacdo Resisténcia a aminoglicosideos: durante a biosintese da estreptomicina, o
enzimatica microrganimo produtor altera a estrutura do antibidtico mediante a producdo de
aminoglicosideo quinase que € inativo. Logo apds a liberagdo desta substincia da
célula produtora, uma fosfatase atua sobre a mesma, transformando-a na
substancia ativa. Estudos indicam que a capacidade de sintese destas quinases,
que, em principio, funcionariam apenas como protecdo para O microrganismo
produtor, foi transmitida, via transposons e plasmideos, as bactérias patogénicas,

gerando grupos resistentes.

Transporte Resisténcia a tetraciclina: algumas bactérias possuem a resisténcia a tetraciclina
alterado por efluxo ativo (Tet A efflux), o que ocorre pela expressdo do gene tet A. Por
do antibidtico este mecanismo, a bactéria expulsa a molécula de antibacteriano da célula,

impedindo sua ligacdo a unidade 30S do ribossomo.

Fonte: Wright, 2007.

De acordo com o Centro de Controle e Preven¢ao de Doencas (CDC) de
Atlanta (EUA), um fator relevante na propagacdo da resisténcia de
microrganismos aos antibacterianos consiste no uso comum de drogas para o
tratamento em humanos e animais. Os residuos das drogas utilizadas ficam
acumulados nos produtos manufaturados, propiciando o desenvolvimento de

bactérias resistentes no tratogastrintestinal de seres humanos (Serrano, 2005).
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Em funcdo da pouca disponibilidade de antimicrobianos especificos para
0 uso na aqiiicultura, o controle das doencas infecciosas em peixes € realizado
com drogas aplicaveis também em seres humanos. Entretanto, algumas bactérias
causadoras de doencas em peixes também acometem seres humanos, como € o
caso de Streptococcus agalactiae (Koneman, 2001). Na avaliacdo da viabilidade
da bactéria S. agalactiae na carcaga de tilapia, constatou-se que, mesmo apds o
congelamento a -70°C, por cinco e nove meses, foi possivel realizar o
isolamento de colonias vidveis do patdégeno (Evans et al., 2004).

Os dados obtidos no estudo exposto corroboram com a suposi¢ao de que
os peixes podem ser importantes veiculos de bactérias patogénicas ou resistentes
para a cadeia alimentar humana, sendo necessdrias a normatiza¢do e i a
mplementacdo de programas e medidas sanitdrias, com o objetivo de garantir a

seguranca alimentar e saide da populagdo (Serrano, 2005).

2.3.2 Extratos e substincias purificadas de espécies vegetais com atividade
antimicrobiana

O principal fator que impulsiona as pesquisas na descoberta de
antimicrobianos a partir de espécies vegetais ¢ a necessidade de novos
compostos para esta classe terapéutica (Cowan, 1999).

As espécies vegetais s@o ricas em substincias secunddrias utilizadas para
a protecdo da planta contra predadores, tais como compostos fendlicos,
terpendides, alcaldides, 6leos essenciais, lectinas, polipeptideos e poliacetilenos.
Alguns destes compostos com atividade antimicrobiana sdo apresentados na

Tabela 3 (Cowan, 1999).
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TABELA 3 Exemplos de espécies vegetais contendo substincias com atividade

antimicrobiana.
Nome popular Nome cientifico Componente
antimicrobiano

Alho Allium sativum L. Alicina
Cravo-da-india Syzygium aromaticum (L.) Merr & L. M. Perry Eugenol
Eucalipto Eucalyptus globulus Labill. Acido gilico
Henna Lawsonia inermis L. Acido gélico
Oleo de oliva Olea europaea L. Hexanal
Pimenta-da-jamaica Pimenta dioica (L.) Merr. Eugenol
Hortela Mentha piperita L. Mentol
Saborosa Satureja montana L. Carvacrol

Fonte: Cowan, 1999.

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais e fitofdrmacos revela
resultados promissores, principalmente com relacio a acdo sinérgica,
possibilitando que antibidticos ja ineficazes sejam novamente eficientes, quando
associados aos extratos ou substancias purificadas de plantas (Nascimento et al.,
2000).

As estruturas moleculares de algumas substancias com propriedades

antimicrobianas isoladas de espécies vegetais estao representadas na Figura 1.
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FIGURA 1 Estruturas moleculares de algumas substancias com
atividade antimicrobiana isoladas de plantas

Estudos in vitro das atividades antimicrobianas de exemplares da flora
brasileira t€ém fornecido resultados promissores, permitindo a identificacdo e a

purificacdo dos compostos responsdveis pela inibicdo do crescimento de
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microrganismo (Nascimento et al., 2000; Farago et al., 2004; Antunes et al.,
2006; Oliveira et al., 2007).
No extrato bruto de determinada espécie vegetal, € possivel o isolamento

de mais de uma substincia com atividade antimicrobiana (Oliveira et al., 2007).

2.3.3 Perspectivas terapéuticas do acido ursolico

O 4cido ursdlico (3f4-3-hidroxi-urs-12-en-28-o0ico) € um triterpendide
pentaciclico (Figura 2). Atualmente, essa substancia € obtida para uso comercial
a partir da extracdo e da purificacio de espécies vegetais (Saravanan &
Pugalendi, 2006; Ovesna et al., 2006; Peschel et al., 2007).

Desde 1930, sdo encontrados relatos da identificacdo deste fitoquimico
na constituicdo de frutas. Entretanto, hoje € possivel isold-lo de uma grande
variedade de alimentos, ervas medicinais e outras plantas (Sando, 1930; Liu,
2005).

A baixa toxicidade deste composto para células eucariotas tem
estimulado os estudos para a elucidacdo dos seus mecanismos de acdo como
hepatoprotetor, antineopldsico, antinflamatério e antimicrobiano (Liu, 2005;

Ovesna, 2006).

CH;,
CH;,

FIGURA 2 Estrutura do acido ursélico.
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Com relacdo a atividade antimicrobiana, observa-se maior sensibilidade
das bactérias gram-positivas ao acido ursélico, visto que o crescimento de
bactérias gram-negativas praticamente ndo € inibido por este triterpendide
(Mallavadhani et al., 2004; Becker et al., 2005; Kato et al., 2006).

Estudos avaliando a formagdo de biofilme revelam que a expressdo e a
atividade de fatores de viruléncia de bactérias gram-negativas sdo afetadas na
presenca do acido ursélico. Essa droga, apesar de ndo inibir a multiplicacio

bacteriana, diminuiu a formagdo de biofilmes por bactérias, como Escherichia

coli (Ren et al., 2005).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Avaliacio da atividade antibacteriana dos extratos metanélicos
3.1.1 Extratos metanélicos

Quarenta e cinco extratos metandlicos brutos provenientes de espécies
vegetais do Vale S@o Francisco e do municipio de Lavras, estado de Minas
Gerais, foram testados para a verificacdo da atividade contra bactérias
patogénicas para peixes. Todos os extratos foram produzidos e fornecidos pelo
Laboratério de Produtos Naturais, no Departamento de Quimica da Universidade

Federal de Lavras (UFLA) (Tabela 4).

TABELA 4 Espécies vegetais, familias e parte da planta utilizada para a
producdo dos extratos metandlicos

Espécies Localidade Familias Parte da
Planta
usada
Actinostemon concolor (Sprengel) Miill. Arg. Iguatama Euphorbiaceae ~ Folhas
Allophylus edulis ( A.st-Hil., Cambess.& A.Juss) Radlk. Bambui Sapindaceae Folhas
Amaioua guianensis Aubl. Lagoa da Prata Rubiaceae Folhas
Andira fraxinifolia Benth. Bambui Fabaceae Folhas
Bathysa meridionalis L.B Sm. & Downs Bambui Rubiaceae Folhas
Bauhinia longifolia (Bongard) Steudel Bambui Fabaceae Folhas
Cabralea canjerana (Vell.) Mart. Bambui Meliaceae Cascas
Calyptranthes clusiifolia (Miq.) O. Berg Lagoa da Prata Myrtaceae Folhas
Cariniana legalis (Mart.) Kuntze Bambui Lecythidaceae Cascas
Celtis iguanaea Jacq. Sar. Bambui Cannabaceae Cascas
Celtis iguanaea Jacq. Sar. Lassance Cannabaceae Folhas
“... continua...”
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“TABELA4, Cont.”

Espécies Familias Parte da
planta
usada

Croton floribundus Spreng. Bambui Euphorbiaceae ~ Cascas
Croton floribundus Spreng. Bambui Euphorbiaceae  Folhas
Cryptocarya aschersoniana Mez Lassance Lauraceae Cascas
Cupania vernalis Cambess. Bambuf Sapindaceae Cascas
Erythrina falcata Benth. Bambui Fabaceae Folhas
Eugenia florida DC. Iguatama Myrtaceae Folhas
Eugenia handroana D. Legrand Lagoa da Prata Myrtaceae Folhas
Guarea guidonia (L.) Sleumer Iguatama Meliaceae Cascas
Heisteria silvianii Schwacke Iguatama Olacaceae Folhas
Inga marginata Willd. Bambui Fabaceae Cascas
Machaerium hirtum (Vell.) Stellfeld Bambui Fabaceae Folhas
Matayba elaeagnoides Radlk. Iguatama Sapindaceae Folhas
Matayba elaeagnoides Radlk. Iguatama Sapindaceae Cascas
Maytenus glazioviana Loes. Iguatama Celastraceae Folhas
Maytenus glazioviana Loes. Iguatama Celastraceae Cascas
Merremia tomentosa (Choisy) Hallier Lavras Convolvulaceaec  Folhas
Mollinedia argyrogyna Perkins Lagoa da Prata Monimiaceae Casca
Mollinedia argyrogyna Perkins Lagoa da Prata Monimiaceae Folhas
Myrcia tomentosa (Aublet) DC. Abaeté Myrtaceae Folhas
Myrcia velutina O.Berg Abaeté Myrtaceae Cascas
Péra glabrata (Schott) Poepp. Lagoa da Prata Euphorbiaceae ~ Folhas
Platycyamus regnellii Benth. Bambui Fabaceae Folhas
Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand Lagoa da Prata Burseraceae Folhas
Protium spruceanum (Benth.) Engl. Lagoa da Prata Burseraceae Folhas
Protium spruceanum (Benth.) Engl. Lagoa da Prata Burseraceae Cascas
Ruprechtia laxiflora Meisn. Iguatama Polygonaceae Folhas
Schinus terebinthifolia Raddi Iguatama Anacardiaceae ~ Cascas
Securinega guaraiuva Kuhlm. Iguatama Euphorbiaceae ~ Folhas
Siparuna guianensis Aubl. Abaeté Siparunaceae Cascas
Siparuna guianensis Aubl. Abaeté Siparunaceae Folhas
“... continua...”
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“TABELA 4, Cont.”

Espécies Familias Parte da
planta
usada

Swartzia apetala Raddi. Lagoa da Prata Fabaceae Folhas
Virola sebifera Aubl. Bambuf Myristiaceae Folhas
Xylosma sp. 1 Iguatama Salicaceae Folhas
Xylosma sp. 11 Iguatama Salicaceae Folhas
Zanthoxylum riedelianum Engl. Iguatama Rutaceae Folhas

3.1.2 Teste in vitro para a avaliacio da atividade antibacteriana dos extratos
metandlicos

A atividade antibacteriana de cada extrato bruto foi avaliada em relagdo
a trés principais espécies bacterianas patogé€nicas para peixes Streptococcus
agalactiae (SA 16-006), Flavobacterium columnare (FL 02-07L) e Aeromonas
hydrophila (AE 255-03), provenientes do banco de bactérias do Laboratério de
Doencas de Animais Aqudticos (AQUAVET), no Departamento de Medicina
Veterindria da UFLA.

3.1.2.1 Teste de difusao em agar

Os testes de difusdo em 4gar foram realizados de acordo com o método
recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute, com algumas
modificagdes (CLSI, 2006). As amostras foram descongeladas e repicadas em
meios de cultura apropriados. As bactérias A. hydrophila e S. agalactiae foram
cultivadas, a 30°C, por 24 horas, em dgar Miieller-Hinton (Difco, EUA). Para o
isolado de S. agalactiae, suplementou-se o meio com 10% de sangue de eqiiino.
O cultivo de F. columnare foi realizado em dgar MHS (Bader et al., 2003), por
48 horas, a 26°C.
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As suspensdes bacterianas foram preparadas em solugdo salina 0,85% e
ajustadas a turbidez de 0,5 da escala de McFarland, equivalente a uma populagdo
de 10® UFC/mL (CLSI, 2006). Para o isolado de Flavobacterium columnare, o
in6culo foi padronizado em caldo MHS, atingindo uma densidade populacional
de 10° UFC/mL, que foi obtida por medida da absorvincia (0,230) por
espectrofotometria (660nm).

Com o suabe estéril, as suspensdes foram distribuidas nas superficies dos
meios indicados para cada espécie bacteriana. Em seguida, foram feitos 7 furos
por placa, com o didmetro de 6 mm, nos quais foram aplicados 40 uL de solucao
do extrato em etanol:dgua (7:3), na concentracio de 10 mg/mL.

Ap6s 24 horas de incubagao, a 30°C, para Streptococcus agalactiae e
Aeromonas hydrophila e a 26°C, para Flavobacterium columnare, as placas
foram analisadas visualmente quanto a formacdo de halo de inibi¢cdo ao redor
dos pogos. Os didmetros dos halos formados foram medidos com régua
milimetrada, seguindo-se as recomenda¢des do CLSI (2006) para a defini¢cdo de

zona de inibi¢do. Para todos os extratos, os testes foram realizados em duplicata.

3.1.2.2 Concentracao inibitéria minima

As concentragdes inibitérias minimas dos extratos (CIM) que
apresentaram atividade antibacteriana no teste de difusdo em dgar foram
determinadas pelo método de microdilui¢do em caldo.

Para os isolados AE 255-03 e SA 16-06, foi utilizado o meio
Miieller-Hinton (Difco, EUA) suplementado com os cdtions divalentes Ca™ e
Mg™ (CAMHB); para o S. agalactiae (SA 16-06) suplementou-se este caldo
também com 2,5% de sangue lisado de cavalo (CLSI, 2006). Para a amostra de
F. columnare, o meio utilizado foi o MHS.

Realizou-se a microdiluicdo em microplacas de 96 pocos, em duplicata.

Nos orificios da primeira coluna foram adicionados 200uL de meio contendo o
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extrato solubilizado em 3% (g/mL) de dimetilsulféxido (DMSO). Aos demais,
foram adicionados 100 pL dos respectivos caldos. Posteriormente, realizaram-se
9 dilui¢des seriadas de base 2, com concentragdes do extrato variando de
3000 ug/mL a 11,71 pg/mL.

O in6culo foi preparado transferindo-se coldnias bacterianas para
solugdo salina até uma turvacdo equivalente a 0,5 da escala de MacFarland
(CLSL2006). Essa suspensao em salina foi diluida na propor¢do 1:9 em
CAMHB (para Streptococcus, realizou-se a diluigio em CAMHB suplementado
com 2,5% de sangue lisado de cavalo), obtendo-se uma populacdo de,
aproximadamente, 10’ UFC/mL.

Para o isolado de F. columnare, preparou-se o indculo diretamente no
meio MHS. Realizou-se a leitura espectrofotométrica a 660 nm. A absorvancia
obtida foi equivalente a 10° UFC/mL. Dilufu-se essa suspensio em MHS, na
propor¢io 1:9, atingindo uma populagio aproximada de 10’ UFC/mL.

Em cada poco da placa de microdilui¢do foram adicionados SuL do
in6culo. As placas foram lacradas com filmes seladores estéreis,
homogeneizadas em minishaker por 10 minutos e incubadas, por 24 horas, a
30°C, para isolados SA 16-06 e AE 255-03, e a 26°C, para FL 02-07L.

Para as leituras das concentragdes inibitdrias minimas utilizou-se o
revelador cloridrato de trifeniltetrazolium (TTC), aplicando-se 25uL. de solucio
aquosa de TTC (Merck) a 2mg/mL em cada pogo da placa, apés periodo de
incubagdo, aguardando-se 10 minutos para proceder a leitura. O aparecimento da
coloragdo rosada demonstrou onde ocorreu crescimento bacteriano. A CIM
correspondeu a menor concentragio do extrato em que nao foi possivel verificar
o crescimento de microrganismo a olho nu.

O florfenicol foi utilizado como controle para os trés isolados testados.
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3.2 Purificacdo de acido ursdlico a partir do extrato bruto de Merremia
tomentosa (Choisy) Hallier

A partir do extrato de Merremia tomentosa (Choisy) Hallier, foi
realizada a purificagdo do 4cido ursdlico, como descrito por Santos Junior
(2007), com algumas modificagdes (Figura 3). O material botanico coletado no
municipio de Lavras, Minas Gerais, foi seco, triturado e armazenado em freezer.

Para a obtengdo do 4cido ursdlico, a primeira etapa realizada foi o
refluxo a quente, com hexano P.A. (Hex), por uma hora, sendo a proporcao de
material vegetal por liquido extrator de 0,08g/mL. Foram feitos seis refluxos
para cada 80 g de folhas secas trituradas.

Os filtrados obtidos do refluxo de 1.226,03 g do material vegetal
(Filtrado1) foram concentrados em evaporador rotatério. O material proveniente
da evaporagdo do solvente foi transferido ao liofilizador, gerando 34,16g de
extrato hexanico SA 1-32-01.

Realizou-se o fracionamento dos 34,16 g de extrato hexanico por meio
de 9 lavagens com 700 ml da solugdo de acetato de etila (AcOEt) e metanol
(MeOH) na propor¢ado 1:1, gerando 9 filtrados que foram combinados (filtrado
2). A solucgdo resultante foi concentrada em evaporador rotatério e levada ao
liofilizador, dando origem a fracdo Jr2-16-01(24,01g). Realizou-se a
monitorizacdo da extracdo de dcido ursélico nos filtrados por cromatografia em
camada delgada (CCD), utilizando-se placas de aluminio recobertas com silica
gel 60 (Merck) impregnada com indicador de fluorescéncia UV 254. Para eluir
as substancias, empregou-se Hex:AcOEt (5:2) e, para reveld-las, foi utilizado

acido fosfomolibdico a 5% em etanol (Figura 3).
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Merremia tomentosa (Choisy) Hallier
Folhas secas e trituradas (1.226,03g)

Refluxo com hexano a quente | ‘ ]

i

Acido ursélico
734,4 mg a 93% determinado por CLAE

Filtrado 1 ] { Residuo 1
‘ Evaporador rotatério / Liofilizador
Extrato hexanico SA 1-32-01
= (34,169)
Extragdo com AcOEt:MeOH (1:1) ‘
[ 1
[ Filtrado 2 [ Residuo 2 ]
\ Evaporador rotatério/ Liofilizador
Fragéo Jr 2-16-01 .
(24,019) 1) Lavagem com hexano a frio 8 x 300 mL
I 2) Evaporador rotatério
[ 1
Soluveis Fragao insoluvel Jr 2-18-03
(1,5730 g)
[cC silica
[ Fragoes Jr 2-25-01 a Jr 2-25-07 ]
T
[ [ 1
Jr2-25-03 ] [ Jr2-25-04 ] [ Jr 2-25-05
| carvao ativado [ carvéio ativado | carvao ativado
Jr 2-27-01 Jr 2-27-02 Jr 2-27-03
(76,3 mg) (234,0 mg) (427,1 mg)

FIGURA 3 Procedimentos utilizados para a obtengao do acido ursélico
a partir de Merremia tomentosa (Choisy) Hallier



Apés lavagens com hexano P.A.  (8x300mL) da fracdo
Jr2-16-01(24,01g), a parte insolivel foi submetida a evaporagdo do solvente em
evaporador rotatério e liofilizadora, resultando em 3,15 g de um sélido
denominado Jr2-18-03.

Em seguida, 1,57 g da fragdo Jr 2-18-03 foi pulverizado em almofariz
com cerca de 3 g de silica gel, acrescentado ao topo de uma coluna e fracionado
por cromatografia em coluna do tipo flash com 6,5 x 15 cm de silica gel 60
(230—400 mesh, Merck). Por meio desta, com velocidade aproximada de
2,5 cm/min, eluiram-se 800 mL de Hex: AcOEt (5:1), 2.000 mL de Hex: AcOEt
(5:2) e 1.200 ml de Hex: AcOEt (2:1). Todos os eluentes possuiam 1% de acido
acético (AcOH) P.A. Coletaram-se 56 fra¢des de, aproximadamente, 70 ml que,
ap6s serem analisadas por CCD, foram agrupadas conforme a semelhanca,
concentradas em evaporador rotatério e liofilizadas, resultando em 7

combinacdes (Jr 2-25-01 a Jr 2-25-07), conforme apresentado na Tabela 5.

TABELA 5 Fracdes combinadas da cromatografia em coluna da fracdo

Jr 2-18-03.
Fracoes combinadas Codigo Massa (mg)
1-17 Jr2-25-01 6,56
18-19 Jr 2-25-02 10,3
20 Jr 2-25-03 109,4
21-23 Jr 2-25-04 5323
24-41 Jr 2-25-05 550,8
42-52 Jr 2-25-06 50,8
53-56 Jr 2-25-07 5,06

As fragdes Jr 2-25-03, Jr 2-25-04 e Jr 2-25-05, ricas no acido ursdlico,

foram submetidas a uma limpeza com carvao ativado P.A. por extragdo em fase
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s6lida. Tais fragdes foram solubilizadas em metanol (MeOH):AcOEt (1:1) e
transferidas separadamente para uma coluna 2x4 cm de carvao ativado, por meio
da qual foram eluidas com MeOH:AcOEt (1:1). As novas fragdes obtidas sdao

apresentadas na Tabela 6.

TABELA 6 Fragdes ricas em 4acido ursélico antes e apds a passagem em carvao

ativado.
Codigo apos passagem Massa (mg) antes da passagem em Massa (mg) ap6s passagem em
carvao ativado carvao ativado
Jr2-27-01 160,2 76,3
Jr2-27-02 5323 234,0
Jr2-27-03 550,8 4270

As andlises em CLAE foram realizadas em aparelho Shimadzu® com
detector de ultravioleta-visivel (UV-Vis) do tipo detector de arranjo de diodos
(DAD) modelo SPD-M20A, equipado com duas bombas LC-6AD, injetor
automdtico SIL-10Avp, degaseificador de solventes (modelo DGU-20A;),
interface CBM-20A (SCL-10Avp), coluna analitica de silica — C18 Phenomenex
Gemini® (5 pm, 250 x 4,6 mm). Para a operacdo do aparelho e a extracio dos
dados dos cromatogramas, utilizou-se o software LC-SOLUTION Versao 1.21
(Shimadzu®).

Como padrdo, empregou-se dcido ursélico 97% (Sigma-Aldrich) para o
preparo de uma solucdo padrio estoque a 0,1mg/mL, em acetronitrila:dgua pura
tipo I (92:8). Esta solucdo padrdo foi diluida até 20, 30, 40, 60 e 80 ug/mL para
a construcdo da curva de calibragdo, que foi obtida pela injecdo de 30 pL de

cada concentracdo no aparelho. A amostra analisada foi preparada em uma
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concentracdo correspondente ao ponto médio da curva de calibracdo
(40 pg/mL ). Todas as andlises foram feitas em triplicata.

Estabeleceram-se as seguintes condi¢des para a andlise cromatogréfica:
eluicdo isocrdtica com acetronitrila:dgua ultrapura tipo I (92:8), fluxo de
0,8 mL/minuto, varredura de comprimento de onda de 200 a 400 nm e
quantificagdo feita a 205 nm.

O grau de pureza do 4cido ursélico obtido a partir de Merremia

tomentosa Hallier correspondeu a 93%.

3.3 Avaliacio da atividade antibacteriana do acido ursélico
A atividade antibacteriana do 4cido ursélico purificado foi avaliada em
relacdo a trés géneros de bactérias patogénicas para peixes, isoladas de casos

clinicos. A CIM foi determinada pelo método de microdilui¢do em caldo.

3.3.1 Bactérias

As bactérias utilizadas pertencem ao banco de isolados do laboratério
AQUAVET. As espécies bacterianas utilizadas, os respectivos cdodigos de
identificacdo dos isolados, os estados de origem e as espécies de peixes

acometidas sao descritos na Tabela 7.

TABELA 7 Isolados utilizados na verificacdo da atividade antibacteriana do
acido ursdlico.

Espécie bacteriana Isolado Estado Espécie de peixe
de
origem

Gram-positivas

Streptococcus agalactiae SA 01-03 MG Til4pia do Nilo
( Oreochromis niloticus)
SA 02-03 MG

“...continua...”
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“TABELA 7, Cont.”

Espécie bacteriana Isolado Estado Espécie de peixe
orfgzm
Gram-positivas
Streptococcus agalactiae SA 03-03 MG Tildpia-do-nilo
( Oreochromis niloticus)
SA 04-03 MG
SA 05-04 ES
SA 06-04 ES
SA 07-05 BA
SA 08-05 BA
SA 09-05 ES
SA 11-05 ES
SA 13-05 SP
SA 16-06 PR
SA 17-06 SP
SA 18-06 SP
SA 19-06 PR
SA 20-06 PR
SA 26-06 PR
SA 33-06 SP
SA 34-06 SP
SA 36-06 SP
SA 37-06 SP
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“TABELA 7, Cont.”

Espécie bacteriana Isolado Estado Espécie de peixe
orfgeém
Gram-positivas
Streptococcus agalactiae SA 38-06 SP Tildpia-do-nilo
( Oreochromis niloticus)
SA 39-06 SP
Streptococcus sp SA 21-06 SP
SA 22-06 PR
SA 23-06 PR
SA 24-06 PR
SA 29-06 PR
SA 30-06 SP
SA 31-06 SP
SA 32-06 SP
SA 25-06 PR
SA 27-06 PR
SA 28-06 PR
SA 35-06 SP
Gram-negativas
Flavobacterium columnare FLO1-03 L MG
FL02-07 L MG
FL03-07 L MG
Aeromonas hydrophila AE 025-02 MG
AE 049-02 MG
AE 103-02 MG
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“TABELA 7, Cont.”

Espécie bacteriana Isolado Estado Espécie de peixe
de
origem
Gram-negativas
Aeromonas hydrophila AE 110-02 MG Tildpia-do-nilo
(Oreochromis niloticus)

AE 113-02 MG
AE 255-03 MG
AE 366-03 MG
AE 413-04 MG
AE 414-04 MG
AE 298-03 MG Piracanjuba (Brycon orbignyanus)

Adicionalmente, foi determinada a concentragdo inibitéria minima do

dcido ursélico para quatro amostras de referéncia: Americam Type Culture
Collection (ATCC): Aeromonas hydrophila (ATCC 7966), Bacillus subtilis
(ATCC 6633), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25853) e Staphylococcus

aureus (ATCC 25923), como controle de qualidade dos testes.

3.3.2 Preparo do acido ursoélico para realizacao da CIM

O 4cido ursdlico foi solubilizado em NaOH 1N e diluido em &gua,

obtendo-se uma concentracao final de 4mg/ml.

Para verificar a esterilidade da solugdo, foi realizado o plaqueamento de

100 uL desta em meio de cultura TSA (Difco, EUA). Apds incubagdo, a 37°C,

por 24 horas, foi avaliada a presenca ou a auséncia de crescimento microbiano,

considerando-se estéril a solu¢do que ndo deu origem a crescimento microbiano.
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3.3.3 Concentracao inibitoria minina

A concentragdo inibitéria minina para o dcido ursélico foi determinada
conforme o procedimento descrito no item 3.1.2.2, segundo os pardmetros
estabelecidos pelo CLSI (2006).

As concentracdes de 4cido testadas variaram de 1.000 pg/mL a
3,9 pg/mL. Para as amostras ATCC, o meio utilizado na determinag¢do da CIM
foi o Miieller-Hinton suplementado com os cations divalentes. As CIMs para o
antibiético cloranfenicol, frente as bactérias Aeromonas hydrophila
(ATCC 7966), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 25853) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923), foram determinadas

como controle de reprodutibilidade interplaca de interdia.

32



4 RESULTADOS

4.1 Atividade antimicrobiana dos extratos metandélicos testados

Dos 45 extratos metandlicos testados, 31 apresentaram atividade
antibacteriana contra pelo menos uma das espécies bacterianas. O tamanho dos
halos variou de 7 a 22 mm. O microrganismo mais sensivel a acdo dos extratos
foi Flavobacterium columnare (FL 02-07L), apresentando halo de inibi¢do para
31 extratos (Tabela 8).

Para A. hydrophila e S. agalactiae, ocorreu a formagdo de halo de
inibi¢do frente a 45 extratos, respectivamente, ndo tendo nenhum deles
provocado efeito simultineo sobre esses dois isolados.

Os extratos que apresentaram formacdo de halo foram submetidos a
determinacdo da concentracdo inibitéria minima mediante o microrganismo
correspondente (Tabela 9).

Para o isolado de SA 16-06, dos cinco extratos testados, verificou-se que
apenas dois apresentaram concentragdes inibitérias no intervalo avaliado
(Tabela 9).

Os valores das concentragdes inibitérias para os extratos metandlicos

testados variaram de 93,75 a 1500 pg/mL.
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TABELA 8 Tamanho dos halos de inibicao formados em fun¢do dos extratos metandlicos vegetais testados.

Espécies Parte da planta Tamanho do halo de inibi¢do formado (mm)
utilizada SA 16-06*" FL 02-07L** AE 255-03+°

Actinostemon concolor (Sprengel) Miill. Arg. Folhas - 22 -
Allophylus edulis ( A.St.-Hil., Cambess.& A.Juss) Radlk. Folhas - - -
Amaioua guianensis Aubl. Folhas - 11 -
Andira fraxinifolia Benth. Folhas - 14,5 -
Bathysa meridionalis L.B Sm. & Downs Folhas - 11 -
Bauhinia longifolia (Bongard) Steudel Folhas - 11 -
Cabralea canjerana (Vell.) Mart. Cascas - 11 -
Calyptranthes clusiifolia (Miq.) O. Berg Folhas 8 12,5 -
Cariniana legalis (Mart.) Kuntze Cascas - 13 13
Celtis iguanaea Jacq. Sar. Cascas - 17 -
Celtis iguanaea Jacq. Sar. Folhas - - -
Croton floribundus Spreng. Cascas - 14 11,5
Croton floribundus Spreng. Folhas 7 17,5 -
Cryptocarya aschersoniana Mez Cascas - 15,5 -
Cupania vernalis Cambess. Cascas - 12 -
Erythrina falcata Benth. Folhas - - -
Eugenia florida DC. Folhas - 12 10

“...continua...”
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“TABELA 8, Cont.”

Espécies Parte da planta Tamanho do halo de inibi¢do formado (mm)
utilizada SA 16-06*' FL 02-07L** AE 255-03+°
Eugenia handroana D. Legrand Folhas - 12 -
Guarea guidonia (L.) Sleumer Cascas - 17 -
Heisteria silvianii Schwacke Folhas 8 11 -
Inga marginata Willd. Cascas - - -
Machaerium hirtum (Vell.) Stellfeld Folhas - - -
Matayba elaeagnoides Radlk. Folhas - - -
Matayba elaeagnoides Radlk. Cascas - - -
Maytenus glazioviana Loes. Folhas - - -
Maytenus glazioviana Loes. Cascas - 14 -
Merremia tomentosa (Choisy) Hallier Folhas 7,5 18,5 -
Mollinedia argyrogyna Perkins Casca - - -
Mollinedia argyrogyna Perkins Folhas - 10 -
Myrcia tomentosa (Aublet) DC. Folhas - 15,5 -
Myrcia velutina O.Berg Cascas - 15 12
Péra glabrata (Schott) Poepp. Folhas - - -
Platycyamus regnellii Benth. Folhas - - -

«

...continua...”



TABELA 8§, Cont.”

9¢

Espécies Parte da planta Tamanho do halo de inibi¢do formado (mm)
utilizada SA 16-06*" FL 02-07L** AE 255-03+°
Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand Folhas - 10 -
Protium spruceanum (Benth.) Engl. Folhas - 13,5 -
Protium spruceanum (Benth.) Engl. Cascas - 10 -
Ruprechtia laxiflora Meisn. Folhas - - -
Schinus terebinthifolia Raddi Cascas - 12 -
Securinega guaraiuva Kuhlm. Folhas - 9 -
Siparuna guianensis Aubl. Cascas - 11,5 -
Siparuna guianensis Aubl. Folhas - - -
Swartzia apetala Raddi. Folhas - - -
Virola sebifera Aubl. Folhas - 14,5 -
Xylosma sp. 1 Folhas - - -
Xylosma sp. 11 Folhas - 12 -
Zanthoxylum riedelianum Engl. Folhas 7 11,5 -

(- )Nao apresentaram halos de inibi¢ao

! Streptococcus agalactiae, ** Flavobacterium columnare, > Aeromonas hydrophila.
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TABELA 9 Concentragdes inibitérias minimas dos extratos metandlicos vegetais

Espécies Parte da planta Valores de CIM (ug/mL)
utilizada SA 16-06*" FL 02-07L*? AE 255-03+

Actinostemon concolor (Sprengel) Miill. Arg. Folhas * 93,75 *
Amaioua guianensis Aubl. Folhas * 375 *
Andira fraxinifolia Benth. Folhas * 375 *
Bathysa meridionalis L.B. Smith & Downs Folhas * 375 *
Bauhinia longifélia (Bongard) Steudel Folhas * 750 *
Cabralea canjerana (Vell.) Mart. Cascas * 187,5 *
Calyptranthes clusifolia (Miq.) O. Berg Folhas 1500 187.5 *
Cariniana legalis (Mart.) Kuntze Cascas * 93,75 187,5
Celtis iguanaea Jacq. Sarg. Cascas * 187,5 *
Croton floribundus Spreng. Cascas * 93,75 375
Croton floribundus Spreng. Folhas - 93,75 *
Cryptocarya aschersoniana Mez Cascas * 93,75 *
Cupania vernalis Cambess. Cascas * 750 *
Eugenia florida DC. Folhas * 375 1500
Eugenia handroana D. Legrand Folhas * 187,5 *
Guarea guidonia (L.) Sleumer Cascas * 187,5 *
Heisteria silvianii Schwacke Folhas - 750 *

“...continua...”
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“TABELA 9, Cont.”

Espécies Parte da planta Valores de CIM (ug/mL)
utilizada SA 16-06*" FL 02-07L*? AE 255-03+
Maytenus glazioviana Loes. Cascas * 187.5 *
Merremia tomentosa (Choisy) Hallier Folhas 1500 93,75 *
Mollinedia argyrogyna Perkins Folhas * 375 *
Myrcia tomentosa (Aublet) DC. Folhas * 93,75 *
Mpyrcia velutina O.Berg Cascas * 187,5 375
Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand Folhas * 750 *
Protium spruceanum (Benth.) Engl. Folhas * 375 *
Protium spruceanum (Benth.) Engl. Cascas * 375 *
Schinus terebinthifolia Raddi Cascas * 187,5 *
Securinega guaraiuva Kuhlm. Folhas * 1500 *
Siparuna guianensis Aubl. Cascas * 93,75 *
Virola sebifera Aubl. Folhas * 93,75 *
Xylosma sp. 11 Folhas * 375 *
Zanthoxylum riedelianum Engler Folhas - 1500 *
Florfenicol - 2 1 2

(*) Ndo determinou valores de CIM.

(-) Ndo apresentou valor de CIM nas concentracdes testadas.

! Streptococcus agalactiae, 2 Flavobacterium columnare, **> Aeromonas hydrophila.



4.2 Concentracao inibitéria minima do acido ursélico

As concetragdes inibitorias minimas do 4cido ursélico, para os 48
isolados bacterianos testados, sdo apresentadas na Tabela 10.

Os valores de CIM variaram entre 62,5 a 125 ug/mL, para os isolados de
Streptococcus. Entre 0s microrganismos gram-negativos, 0 género
Flavobacterium columnare apresentou CIM de 1.000 pg/mL para um dos
isolados e 62,5 ug/mL para os demais.

Aeromonas hydrophila ndo foi sensivel a acdo do 4cido ursélico nas

concentragdes testadas.

TABELA 10 Concentragdo inibitéria minima do 4cido ursélico e florfenicol
frente aos isolados bacterianos de peixes.

Espécie bacteriana Isolado Valores de CIM (ug/mL)

Acido ursdlico Florfenicol

Gram-positivas

Streptococcus agalactiae SA 01-03 125 2
SA 02-03 125 1
SA 03-03 62,5 2
SA 04-03 125 2
SA 05-04 125 2
SA 06-04 62,5 4
SA 07-05 125 2
SA 08-05 125 8
SA 09-05 125 2
SA 11-05 125 2
SA 13-05 125 4
SA 16-06 62,5 2
SA 17-06 62,5 2
SA 18-06 125 2
SA 19-06 125 2
SA 20-06 125 2

“...continua...”
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“TABELA 10, Cont.”

Espécie bacteriana Isolado Valores de CIM (ug/mL)
Acido ursélico Florfenicol

Gram-positiva

Streptococcus agalactiae SA 26-06 125 2
SA 33-06 125 2
SA 34-06 125 4
SA 36-06 125 4
SA 37-06 125 2
SA 38-06 125 2
SA 39-06 125 2

Streptococcus sp SA 21-06 125 2
SA 22-06 125 1
SA 23-06 125 2
SA 24-06 125 8
SA 29-06 125 2
SA 30-06 125 2
SA 31-06 125 2
SA 32-06 125 2
SA 25-06 125 1
SA 27-06 125 2
SA 28-06 125 2
SA 35-06 125 2

Gram-negativas

Flavobacterium columnare FL 01-03L 1000 1
FL 02-07L 62,5 0,5
FL 03-07L 62,5 1

Aeromonas hydrophila AE 025-02 - 0,5
AE 049-02 - 1
AE 103-02 - 0,5
AE 110-02 - 0,5
AE 113-02 - 0,5
AE 255-03 - 2
AE 366-03 - 1

“...continua...”
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“TABELA 10, Cont.”

Espécie bacteriana Isolado

Valores de CIM (ug/mL)

Acido ursélico

Florfenicol

Gram-negativa

Aeromonas hydrophila AE 413-04
AE 414-04
AE 298-03

(-) Nao apresentou valor de CIM.
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5 DISCUSSAO

A pesquisa por terapias alternativas eficientes no combate de doencas
infecciosas de peixe foi realizada, no presente projeto, por meio da investigagao
de compostos antimicrobianos em espécies selecionadas da flora brasileira.

As bactérias testadas sdo isolados gram-negativos e gram-positivos
provenientes de infeccdes em peixes. A importancia da utilizacdo de
microrganismos provenientes de varios estados e de géneros diferentes reside no
perfil variado de patogenicidade e resisténcia.

Dentre os 45 extratos metandlicos testados, 31 apresentaram atividade
antimicrobiana 9 manifestaram efeito para mais de um isolado. A avaliacdo dos
extratos brutos deverd ser realizada de forma individual para os microrganismos
testados. Pelo fato de existir uma mistura de substincias em um extrato, tais
como flavondides, triterpendides, quinonas e 6leos essenciais, € possivel que ele
seja ativo frente a microrganismos de gé€neros e origens diferentes, inclusive
contra gram-positivos e gram-negativos.

Entre as plantas analisadas, hd relatos prévios da atividade
antimicrobiana para algumas espécies vegetais, como, por exemplo, o Schinus
terebinthifolia Raddi e Xylosma sp.

O extrato de Schinus terebinthifolia Raddi apresentou atividade
antimicrobiana associada a presenca de compostos triterpendides contra isolados
de Staphylococcus aureus rtesistentes a fluoquinolonas e macrolideos
(Lima et al., 2006). Outros estudos ampliam a atividade antimicrobiana desta
espécie vegetal frente a Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans (Guerra et

al., 2000).
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Espécies do género Xylosma também apresentaram bons resultados de
inibi¢do do crescimento de Staphylococcus aureus e Candida albicans com CIM
variando de 2,5 mg/mL a 1,2 mg/mL, respectivamente (Mosaddik et al., 2004).

Entre os dados obtidos no teste de difusdo em 4dgar e concentracio
inibitéria minima, o isolado Flavobacterium columnare foi o microrganismo
mais susceptivel aos extratos metandlicos testados. Entretanto, é importante
ressaltar que a bactéria F. columnare é altamente sensivel a tratamentos com
substincias antissépticas mais simples, como permanganato de potdssio,
perdxido de hidrogénio e cloramina que, quando aplicados na prética, promovem
resultados eficientes no tratamento de columnariose. Estudos recentes
demonstram, inclusive, sensibilidade in vitro desta bactéria ao aumento da
concentracdo de cloreto de sédio e da acidez da dgua, que podem diminuir sua
viabilidade (Suomalainen et al, 2005; Thomas-Jinu e Goodwin, 2004).

Dessa forma, pela prépria caracteristica de baixa resisténcia de
F. columnare, é justificivel que um grupo maior de extratos testados tenha
atividade frente a este bacilo gram-negativo, ao contrdrio do que pode ser
observado para os isolados de A. hydrophila e Streptococcus agalactiae. Esses
resultados abrem novas perspectivas para o tratamento da columnariose, pois 0s
extratos brutos podem ser utilizados via banho de imersdo, dispensando,
inicialmente, os ensaios de farmacocinética e farmacodindmica, exigindo apenas
um estudo de toxicidade pré-clinica.

Entretanto, o interesse pela descoberta de substancias alternativas para o
tratamento dos peixes é maior para os gé€neros Aeromonas e Streptococcus, por
serem potencialmente patogé€nicos para seres humanos e relevantes no que diz
respeito ao abrigo e a troca de genes de resisténcia.

De maneira geral, os extratos testados foram mais eficientes contra

Aeromonas hydrophila e Flavobacterium columnare em relacido ao isolado de
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Streptococcus agalactia e para o qual os valores de CIM foram mais altos e com
sensibilidade a um nimero menor de espécies vegetais.

Tendo em vista a identificacdo prévia do dcido ursélico nas folhas de
Merremia tomentosa (Choisy) Hallier (Santos, 2007), este triterpendide
foi extraido e analisado com relacdo a atividade antimicrobiana. O estudo de
substincias isoladas proporciona uma perspectiva mais exata do potencial
antimicrobiano presente nas espécies vegetais, pois, neste caso, utiliza-se uma
substéncia isolada e purificada de plantas em vez de um grupo de componentes
ativos, como ocorre no extrato.

Os resultados obtidos para as amostras de Streptococcus agalactiae e
Streptococcus sp. sdo compativeis com os valores de outras pesquisas que
relatam a acdo mais efetiva deste composto frente aos isolados gram-positivos
(Malladhani et al., 2004; Becker et al., 2005; Kato et al., 2006). Mais estudos
serdo necessdrios para a determinacio da farmacocinética e da farmacodinimica,
bem como ensaios in vivo para estabelecer o real potencial terapéutico dessa
substincia no controle de infeccdes em peixes.

O bastonete gram-negativo Flavobacterium columnare foi sensivel ao
dcido ursolico, entretanto, com uma variacdo discrepante entre FL. 01-03L em
relacdo aos outros dois isolados, podendo este fato ser indicativo de algum
mecanismo de resisténcia de FL. 01-03L. Para Aeromonas hydrophila, a a¢do do
acido ursélico nas concentragdes testadas ndo inibiu o crescimento, sendo todos
os isolados testados resistentes a este triterpeno.

A CIM dos extratos metandlicos e do dcido ursélico teve pouca variagio
frente os isolados de Flavobacterium columnare; os valores das concentragdes
de inibicdo foram relativamente préximos, 93,75 pg/mL para o extrato e
62,5 pug/mL para o 4cido. Isso pode ser explicado como conseqiiéncia da ag¢do
sinérgica de outras substdncias presentes no extrato bruto que, provavelmente,

atuaram na viabilidade da bactéria. J4 o isolado Streptococcus agalactiae
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apresentou CIM com valores discrepantes para o dcido ursélico
(62,5 ng/mL) e o correspondente extrato bruto de Merremia tomentosa (Choisy)
Hallier (1500 pg/mL). Provavelmente, a acdo do conjunto de substincias que
compdem o extrato ndo teve efeito sobre o microrganismo, reservando ao dcido

ursélico a propriedade antimicrobiana.
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6 CONCLUSAO

Dos 45 extratos brutos utilizados na realizagcao dos testes de verificagao
da atividade antimicrobiana, 68,9% apresentaram atividade contra pelo menos
um isolado bacteriano testado, sendo o género Flavobacterium columnare o
mais sensivel.

O triterpendide dcido ursélico isolado do extrato metandlico de
Merremia tomentosa € um componente ativo contra os isolados de Streptococcus
sp., Streptococcus agalactiae e Flavobacterium columnare. Aeromonas
hydrophila foi resistente a acao deste fitoquimico.

Os extratos brutos e os fitoquimicos isolados responsdveis pela acdo
atimicrobiana podem ser fontes de terapias alternativas na piscicultura contra as
bactérias patog€nicas testadas, desde que novas etapas experimentais, com a
finalidade de determinar o comportamento da substdncia no organismo

infectado, sejam realizadas.
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