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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo realizar uma analise da expressdo dos genes das
enzimas Argl, Arg2 e INOS no figado, rim anterior e baco de pacu (Piaractus
mesopotamicus) em 4 periodos diferentes pos-infeccdo, em resposta a infeccdo experimental
pela bactéria Aeromonas dhakensis. A cepa bacteriana utilizada no presente estudo foi isolada
de um exemplar de P. mesopotamicus obtido do CEPTA/ICMbio em Pirassununga — SP,
caracterizada por testes bioquimicos pelo sistema de identificacdo automatizado VITEK 2 e
identificada como sendo do género Aeromonas. Posteriores analises moleculares dos genes
16S rRNA, gyrB e rpoD demonstraram que a bactéria isolada era da espécie A. dhakensis,
cuja ocorréncia na América do Sul nunca havia sido relatada. Essa cepa se mostrou resistente
aos antibioticos ampicilina, ampicilina/sulbactam, cefoxitina e meropenem, com elevado nivel
de viruléncia para pacus experimentalmente infectados, causando sinais clinicos de
septicemia hemorragica aguda. A dose letal para 50% dos animais infectados (DLso) foi de
1,1 x 10° UFC/peixe. Uma vez caracterizada, essa cepa de A. dhakensis foi utilizada no
experimento de infeccdo em P. mesopotamicus para analise de expressao dos genes Argl,
Arg2 e INOS. Esses genes foram sequenciados e, a partir das sequéncias parciais, primers
especificos para P. mesopotamicus foram desenhados para as analises de expressdo por PCR
em tempo real quantitativo (QPCR). O gene Argl apresentou 0s maiores niveis de expressao
basal no figado, ja o gene Arg2 foi mais expresso no rim e o gene iNOS apresentou 0s
maiores niveis de expressdo basal no rim e no figado. Apos a infecgdo por A. dhakensis, o
gene Argl apresentou uma leve diminuicdo na expressdo no rim no periodo de 24 h poés-
infeccdo; o gene Arg2 apresentou uma reducdo na sua expressdo no figado nos periodos de 12
h e 24 h pos-infecgdo e um aumento na expressdo no baco nos periodos de 24h e 48 h pos-

infeccdo; e o gene iINOS apresentou aumento significativo nos niveis de expressdo no bago



nos periodos de 12 h, 24 h e 48 h pds-infeccdo. Os resultados do presente trabalho mostram
que os genes Arg2 e iINOS foram os que apresentaram maior variacdo em resposta a infeccédo
por A. dhakensis, indicando que estes genes estdo envolvidos na resposta inicial a infeccdes
por essa bactéria em P. mesopotamicus. O baco foi o 6érgdo mais envolvido nessa resposta,
apresentando os maiores variagdes nos niveis de expressao desses genes ap0s o desafio. Este é
0 primeiro estudo avaliando os niveis de expressdo dos genes Argl, Arg2 e iINOS em P.
mesopotamicus apés infeccdo por A. dhakensis, fornecendo uma valiosa contribuicdo para o
entendimento dos mecanismos de resposta imunoldgica contra patdgenos desse importante

peixe sul-americano.

Palavras-chave: peixes, Piaractus mesopotamicus, patogenia, Aeromonas dhakensis, qPCR,

arginase, iINOS, expressao génica, resposta imunologica



ABSTRACT

The main goal of the present work was to perform an expression analysis of the Argl,
Arg2 and iINOS genes in the liver, anterior kidney and spleen of pacu (Piaractus
mesopotamicus) in 4 different times post-infection, in response to the experimental infection
with the bacterium Aeromonas dhakensis. The strain used in the present study was isolated
from a specimen of P. mesopotamicus from the CEPTA/ICMBIio in Pirassununga — SP,
characterized by biochemical tests using the VITEK 2 automated identification system, and
identified as belonging to the genus Aeromonas. Further molecular analyses of the 16S rRNA,
gyrB and rpoD genes showed that the isolated strain belonged to the species A. dhakensis, a
species that had never been reported in South America. This strain was resistant to the
antibiotics ampicillin, ampicillin/sulbactam, cefoxitin and meroponem, with a high virulence
level against experimentally infected pacus, causing clinical signs of acute hemorrhagic
septicemia. The fifty per cent lethal dose (LDsg) was 1.1 x 10° CFU/fish. Once characterized,
this A. dhakensis strain was used in the infection experiments in P. mesopotamicus in order to
analyze the expression of the Argl, Arg2 and iNOS genes. These genes were sequenced and,
from the partial sequences, P. mesopotamicus specific primers were designed for the
guantitative real time PCR (qPCR) expression analyses. Following the infection with A.
dhakensis, the Argl gene expression levels decreased in the kidney 24 h post-infection; the
Arg2 gene expression of reduced in the liver at 12 h and 24 h post-infection and increased in
the spleen at 24 h and 48 h post-infection; the gene expression of INOS was significantly
increased in the spleen at 12 h, 24 h, and 48 h post-infection. The results of the present study
showed that the Arg2 and iNOS genes were the most variable in response to the A. dhakensis
infection, indicating that these are involved in the initial immune response to bacterial
infections in P. mesopotamicus. The organ that was most involved in this response was the

spleen, which showed the highest levels of variation in these genes after the challenge. This is



the first study assessing the expression levels of the Argl, Arg2 and iNOS genes in P.
mesopotamicus following the infection with A. dhakensis, providing a valuable contribution

for the understanding of the immune response mechanisms against bacterial pathogens in this

important South American fish species.

Keywords: fish, Piaractus mesopotamicus, pathogeny, Aeromonas dhakensis, qPCR,

arginase, iINOS, gene expression, immune response
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1. INTRODUCAO

Atualmente, o consumo de pescado representa uma importante fonte de alimento em
muitos paises, principalmente nos chamados “paises em desenvolvimento”. No ano de 2010, a
producdo mundial de pescado foi de 148,5 milhdes de toneladas, sendo que desses, 128,3
milhGes de toneladas (86,4%) foram destinadas para alimentacdo humana, o que representou
um aumento de aproximadamente 3% em relacdo ao ano anterior. O consumo per capta foi de
cerca de 19 kg, o que representou aproximadamente 17% de toda proteina animal consumida
por habitante no mundo (FAO, 2013).

No Brasil essa tendéncia tambeém é observada, ja que, de acordo com dados do
Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA) do ano de 2011, a producdo de pescado foi de
1.431.974,4 t, registrando um aumento de 13% em relacdo ao ano anterior, sendo que grande
parte dessa producédo (38,1%) foi obtida através da aquicultura continental (MPA, 2013). Essa
modalidade de producdo apresentou um aumento de 51,2% em relacdo ao ano de 2009,
passando de 415.649 t em 2009 para uma producdo de 479.399 t em 2010 e posteriormente
para 628.704,3 t em 2011, confirmando a tendéncia de crescimento nas taxas de producdo de
pescados por aquicultura de peixes de dgua doce (MPA, 2013).

Dentre as espécies nativas com alto potencial para producdo, destaca-se 0 pacu
(Piaractus mesopotamicus) que é a segunda espécie com maior producdo na aquicultura
continental nacional no ano de 2011, com uma producdo de 21.689,3 t. Dentre as espécies
nativas, apenas o tambaqui (Colossoma macropomum) apresentou numeros de producédo
maiores. O pacu também possui grande importancia na producéo do hibrido tambacu, obtido a
partir do cruzamento entre uma fémea de C. macropomum e um macho de P. mesopotamicus,
que, embora ndo seja uma espécie pura nativa, apresentou uma producdo de 49.818 t por

aquicultura continental em 2011 (MPA, 2013).
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Peixes de sistemas de criacdo geralmente sdo mantidos em condi¢des ndo ideais quando
comparadas ao ambiente natural, muitas vezes sob condi¢cdes de confinamento com alta
densidade populacional. Devido a isso, a ocorréncia de doencas € frequente, sendo que
infeccdes bacterianas constituem uma das principais causas de problemas em sistemas de
criagdo de varios tipos de peixes (WOO, 2006). Economicamente, doencas causadas por
bactérias do género Aeromonas sdo as de maior importancia em peixes de agua doce

cultivados (AOKI, 1999).

1.1 O GENERO Aeromonas

Bactérias do género Aeromonas sdo bacilos Gram-negativos, aerdbios ou anaerobios
facultativos em forma de bastonete com ampla distribuicdo geografica. Ndo produzem
esporos, nao sdo encapsuladas e possuem motilidade devido a um flagelo polar mondtrico. A
temperatura minima de crescimento varia entre 0 e 5°C, a méxima entre 38 e 41°C e a 6tima
entre 22 e 28°C. Os valores de pH 6timo para crescimento variam de 5,5 a 9,0 (AOKI, 1999;
MARTIN-CARNAHAN; JOSEPH, 2005).

Aeromonas spp. sdo importantes patdgenos para humanos, 0s quais apresentam uma
crescente ameagca para a satde publica, uma vez que infecgBes causadas por estes organismos
geralmente sdo adquiridas pelo consumo de &gua e alimentos contaminados, principalmente
em paises em desenvolvimento (JANDA; ABBOTT, 2010). Além disso, varias espécies de
animais de diversos grupos taxondmicos utilizados na aquicultura, principalmente peixes séo
susceptiveis a infeccdo por essas bactérias (JANDA; ABBOTT, 1998). Em peixes,
apresentam grande patogenicidade associada a condi¢Ges de estresse, causando septicemia
hemorragica, que se caracteriza pela presenca de pequenas lesdes cutaneas superficiais,

hemorragias locais, particularmente nas branquias e opérculos, Ulceras, exoftalmia e distenséo
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abdominal. Internamente, pode haver acumulo de liquido ascitico, anemia e lesées no figado e
rins (AUSTIN; AUSTIN, 2007).

Aeromonas spp. sdo tipicamente reconhecidas como patdgenos oportunistas ou
invasores secundarios (AUSTIN; AUSTIN, 2007). Porém, alguns fatores predisponentes tais
como repentina mudanca de temperatura, diminuicdo da taxa de oxigénio dissolvido, elevada
densidade populacional de peixes, meio eutro6fico ou danos causados a superficie corporal dos
peixes, podem tornar essas bactérias patdogenos primarios em potencial (AOKI, 1999). Essas
condicdes desfavoraveis sdo identificadas como estressantes aos peixes e causam prejuizos
aos mecanismos de defesa através de um aumento na liberacdo de cortisol, diminuindo a
funcdo dos linfocitos, macréfagos e neutrdfilos. Tais alteracdes de funcdo tornam os peixes
mais susceptiveis a doencas, principalmente as causadas por bactérias (JENEY et al., 1997).

Apesar da importancia dessas bactérias como patdgenos em peixes e em humanos, 0s
métodos utilizados para o seu controle em pisciculturas ainda sdo primarios e se limitam a
tratamento com produtos quimicos como o azul de metileno, permanganato de potassio,
sulfato de cobre, verde de malaquita e antibiéticos a base de cloranfenicol e oxitetraciclina

(WOO, 2006).

1.2 MECANISMOS DE RESPOSTA IMUNOLOGICA EM PEIXES

O sistema imunoldgico é um conjunto de estruturas e processos biolégicos dentro de um
organismo que é capaz de detectar uma grande variedade de agentes, desde virus até parasitas,
proteger contra doencas e distinguir tais agentes dos tecidos saudaveis do proprio organismo.
O sistema imunologico é constituido por varios niveis de mecanismos de defesa com
crescente especificidade para combater infeccbes (ALBERTS et al., 2008). A primeira linha

de defesa do organismo contra infeccbes sdo as barreiras fisicas, que em peixes sdo
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principalmente os tecidos mucosos, como pele, branquias e intestinos (PRESS; EVENSEN,
1999). Se um patégeno atravessa essas primeiras barreiras, o sistema imunologico inato
fornece uma resposta imediata, porém inespecifica. Isso significa que as células do sistema
inato reconhecem e respondem a patdgenos de maneira genérica. Se o sistema inato nao for
capaz de eliminar a infeccdo, os vertebrados possuem um segundo tipo de protecdo chamado
de sistema imunoldgico adaptativo ou adquirido, que se adapta ao longo da infec¢do para
melhorar o reconhecimento e produzir uma resposta mais especifica ao patdgeno, além de ser
capaz de agir a longo prazo por mecanismos de memoria imunolédgica (RAUTA; NAYAK;
DAS, 2012).

Peixes possuem tanto imunidade inata, como imunidade adquirida, entretanto, nesses
animais, o sistema imunoldgico inato é mais efetivo e possui maior importancia na resposta a
patdgenos do que o sistema adaptativo (RAUTA et al., 2012).

Os 6rgdos responsaveis por produzir elementos do sistema imunoldgico em peixes sao
semelhantes aos de mamiferos, com exce¢do dos nddulos linfaticos e medula 6ssea, que nao
estdo presentes nos peixes. Em peixes, um dos principais 6rgdos linfoides é o rim, que possui
subdivisdes com variaces anatdmicas e funcionais. A por¢do anterior, também conhecida
como rim cranial, possui baixa atividade excretora e é considerado um 6rgdo
predominantemente linfo-mieldide com importante funcdo hematopoiética. O rim posterior,
ou médio, é um compartimento glomerular que possui tanto funcbes renais como
imunologicas (PRESS; EVENSEN, 1999).

O baco e considerado o segundo 6rgdo mais importante em relacdo a resposta
imunologica, tendo papel fundamental na hematopoese, degradacdo de antigenos e producao
de anticorpos. Como peixes ndo possuem linfonodos, o baco tem importante papel na

retencdo de antigenos (PRESS; DANNEVIG; LANDSVERK, 1994).
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Outro o6rgdo com reconhecida importancia imunologica em peixes é o figado,
responsavel pela producdo de citocinas pro- e anti-inflamatérias (DASH et al., 2015;
GRASSO et al., 2015; LIU, Y. J.etal., 2015; PIETSCH et al., 2015), além de ser o principal
orgdo em que ocorre o ciclo da ornitina-ureia (OUC) pela enzima arginase. A producdo de
ureia esta diretamente relacionada com o consumo de L-arginina, que é 0 mesmo substrato
utilizado na producéo de oxido nitrico (NO) em resposta a infecgdes pela enzima éxido nitrico
sintase induzivel (iNOS) (SRIVASTAVA; RATHA, 2013).

Vaérios estudos tem tentado determinar fatores intrinsecos do sistema imunologico em
peixes que conferem resisténcia contra bactérias, sendo que muitos deles indicaram que a
resisténcia a elas esta relacionada a parametros imunologicos inatos ndo especificos, que
provavelmente afetam a capacidade do peixe resistir a0 patdgeno antes de haver resposta
imune especifica (MARSDEN et al., 1996; R@ED; FEVOLDEN; FJALESTAD, 2002;
RGED et al., 1993).

ARDO et al. (2010) demonstraram que diferentes familias de carpas (Cyprinus carpio),
com diferentes niveis de resisténcia a A. hydrophila, apresentaram parametros imunolégicos
distintos, tais como, variacdes de atividade fagocitica e de lisozimas, e que existe uma
correlagdo entre essas variagdes e a resisténcia contra A. hydrophila. SARDER et al. (2001)
observaram que o cruzamento de clones mais resistentes de tilapia (Oreochromis niloticus L.)
com um clone mais susceptivel produzia descendentes mais resistentes do que o clone
parental susceptivel, sugerindo que existe uma dominancia na heranga de susceptibilidade em
direcdo ao parental mais resistente.

Fatores relacionados com a inabilidade do sistema imune de alguns peixes em
produzirem uma resposta eficiente contra a infec¢éo de bacterias ainda sdo pouco conhecidos.

Dentro da imunologia ja € amplamente conhecida a importancia dos macréfagos no

sistema imunoldgico, possuindo diversas funcdes biologicas como fagocitose, destruigdo de
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microorganismos, apresentacdo de antigenos, atividades pro- e/ou anti-inflamatorias, entre
outras. Nos Ultimos anos, distintos subgrupos de macréfagos tem sido demonstrados, sendo
que os que sao melhores caracterizados sd@o 0s macrofagos ativados através da via classica
(macrofagos M1). Essas células possuem papel essencial na protecdo contra patdégenos
intracelulares através do aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e de
oxido nitrico (NO). Em contraste, macrofagos ativados através da via alternativa (macrofagos
M2) ndo sdo capazes de produzir NO a partir de L-arginina, e assim ndo limitam
eficientemente o crescimento de patégenos intracelulares, além disso tem funcao
imunossupressora para proteger 6rgdos e tecidos contra os efeitos citotoxicos das EROs e NO
em inflamagdes cronicas (NOEL et al., 2004).

Uma das principais formas de discriminar macrofagos M1 de M2 é através da analise do
balanco entre INOS e arginase por métodos bioquimicos ou, mais recentemente,
principalmente por métodos moleculares (NOEL et al., 2004). Dessa forma, o presente
trabalho objetivou analisar o balango entre macr6fagos M1 e M2 em diferentes 6rgdos de P.

mesopotamicus em resposta a infeccdo por uma cepa sul-americana de A. dhakensis.
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2. JUSTIFICATIVA

Os chamados peixes “redondos”, os quais incluem a espécie P. mesopotamicus, sdo de
grande importancia no contexto da pesca extrativista continental e, mais recentemente, tém
sido introduzidos com grande sucesso na piscicultura. A insercdo desta espécie na piscicultura
vem demandando grandes esforcos na adequacdo do manejo reprodutivo, nutricional e
sanitario, sempre visando melhorar a produtividade.

Tanto em ambiente natural quanto em cultivo, peixes sdo alvos de infeccdo de um
grande nimero de patdgenos, como parasitas, virus e bactérias, que podem ser responsaveis
por infeccdo primaria ou serem oportunistas infectando peixes ja portadores de alguma
enfermidade.

Entre as bactérias, as de maior importancia na piscicultura sdo as do género Aeromonas,
responsaveis por grandes prejuizos para piscicultores, uma vez que podem ser altamente
patogénicas em peixes submetidos a condicOes de estresse, que sdo comuns devido ao manejo
necessario para o cultivo, além de apresentarem patogenicidade a humanos, o que aumenta
ainda mais a necessidade de desenvolvimento de medidas que visem a diminuicdo da
ocorréncia dessas bactérias em pisciculturas.

Atualmente, ndo esta disponivel nenhum quimioterdpico ou vacina comercial que sejam
efetivos no controle ou prevencdo da infeccdo por bactérias do género Aeromonas a longo
prazo em peixes. Os tratamentos utilizados para combater esta enfermidade baseiam-se no uso
de produtos quimicos como o azul de metileno, permanganato de potassio, sulfato de cobre,
verde de malaquita e antibioticos a base de cloranfenicol e oxitetraciclina. Esses produtos sao
de alto custo, elevada toxicidade e podem deixar residuos na carne colocando em risco o

consumidor e causar impacto negativo ao meio ambiente.
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Até o momento, pouco se sabe a respeito dos mecanismos imunoldgicos relacionados a
resisténcia a infeccdo por Aeromonas spp. em peixes sul-americanos. Por isso, identificar e
entender os mecanismos envolvidos nas respostas imunologicas envolvidas na resposta dos
peixes a patdégenos do género Aeromonas € de grande importancia, o que pode oferecer uma
maior opcao de manejo para piscicultores na tentativa de diminuir os danos causados por essa

bactéria em ambientes de criacao.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressdo dos genes das enzimas arginase 1, arginase 2 e 6xido nitrico sintase
induzivel (iNOS) em pacu (P. mesopotamicus) infectado experimentalmente por uma cepa
sul-americana da bactéria A. dhakensis através de analises por reacdo em cadeia da polimerase

em tempo real quantitativo (qQPCR).

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a cepa de Aeromonas isolada de um peixe da espécie P. mesopotamicus
com suspeita da infeccdo pela bactéria através de métodos bioquimicos e de
susceptibilidade a antibidticos.

e Caracterizar a cepa isolada por métodos moleculares (amplificacdo, sequenciamento e
filogenia dos genes 16S rRNA, gyrB e rpoD) e comparar com a identificacdo obtida a
partir da caracterizacdo fenotipica.

e Infectar experimentalmente exemplares de P. mesopotamicus com a bactéria isolada
para determinacdo da viruléncia para esse peixe através do célculo da dose letal média
(DLso)

e (aracterizar por métodos moleculares (amplificacdo e sequenciamento do gene a-
tropomiosina) exemplares de P. mesopotamicus que foram adquiridos para a
realizacdo das infeccBes experimentais com a bactéria isolada.

e Isolar e caracterizar o0 cDNA dos genes Argl, Arg2 e iNOS de P. mesopotamicus e
avaliar os niveis de expressdo desses genes no figado, rim anterior e baco dos peixes
experimentalmente infectados pela cepa de Aeromonas isolada, durante varios

periodos pds-infeccéo.
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4. CAPITULO | - Caracterizagdo de uma nova cepa de Aeromonas dhakensis isolada de

um exemplar doente de pacu (Piaractus mesopotamicus)

4.1 INTRODUCAO

Membros do género Aeromonas sao bactérias Gram-negativas méveis em forma de
bastonete. Possuem distribuicdo global e sdo frequentemente encontradas em muitos
ambientes de agua doce como rios, lagos e lagoas, além de esgoto doméstico e agua potavel
processada (HOLMES; NICCOLLS; SARTORY, 1996).

Quando as primeiras espécies do género foram descritas, acreditava-se que Aeromonas
spp. causavam enfermidades sistémicas apenas em animais ectotérmicos. Porém, ao longo dos
anos, pesquisadores demonstraram que um grande numero de espécies de Aeromonas sao
patdgenos humanos oportunistas, especialmente em associacdo com doencas gastrointestinais,
como “diarreia do viajante” e gastroenterite pediatrica (FIGUERAS; BEAZ-HIDALGO,
2015; JANDA; ABBOTT, 2010; JOSEPH, 1996). Hoje em dia, membros do género
Aeromonas estdo entre o0s principais patdgenos causadores de doencas nao apenas em peixes,
mas também sdo considerados agentes etiolégicos de uma variedade de complicacdes
infecciosas tanto em humanos imunocompetentes como imunocomprometidos (BEAZ-
HIDALGO; FIGUERAS, 2013; FIGUERAS; BEAZ-HIDALGO, 2015; JANDA; ABBOTT,
2010).

Um grupo de isolados bacterianos recuperados de fezes de uma criangca com diarreia
em Bangladesh mostraram caracteristicas distintas das tipicas cepas de Aeromonas hydrophila
subsp. hydrophila, que é a espécie-tipo do género, e foram utilizadas para propor a
classificacdo da subespécie Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis (HUYS et al., 2002).

Posteriormente, baseando-se na analise filogenética dos genes 16S rRNA, rpoD e gyrB, e das
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sequéncias concatenadas dos genes gyrB, rpoD, recA, dnal e gyrA, BEAZ-HIDALGO;
MARTINEZ-MURCIA; FIGUERAS (2013) propuseram a reclassificacdo de A. hydrophila
subsp. dhakensis. Esses autores sugeriram que essa especie, e a espécie Aeromonas
aquariorum, originalmente descrita por MARTINEZ-MURCIA, A. J. et al. (2008) a partir da
agua de aquérios de peixes ornamentais em Porto, Portugal, sdo 0 mesmo taxon e, dessa
forma, propuseram a sinonimizacdo das duas espécies como Aeromonas dhakensis.

Essa espécie (seja classificada como A. dhakensis, como uma subespécie de A.
hydrophila ou como A. aquariorum) tem sido descrita habitualmente sendo isolada de fezes e
isolados clinicos de humanos, peixes doentes ou agua doce ambiental na Europa (ESTEVE;
ALCAIDE; BLASCO, 2012; ESTEVE; ALCAIDE; GIMENEZ, 2015; LOBOVA et al.,
2015), Asia (HUYS et al, 2002; PUAH et al., 2013; WU et al., 2015), Africa
(GHENGHESH et al., 2014), Meéxico (SOTO-RODRIGUEZ et al., 2013) e Australia
(ARAVENA-ROMAN et al., 2014). Recentemente, A. dhakensis foi associada a ocorréncia
de pneumonia hemorrégica necrotizante e sepse em golfinhos Risso (Grampus griseus)
neonato no Mar Mediterraneo na Espanha, aumentando o nimero de hospedeiros potenciais
para essa espécie de bactéria (PEREZ et al., 2015).

Até o presente momento, ndo existem relatos na literatura pesquisada a respeito da
ocorréncia de A. dhakensis infectando P. mesopotamicus ou qualquer outra espécie de peixe
na América do Sul. Portanto, o presente estudo fornece a primeira caracterizacdo de uma cepa
de A. dhakensis isolada de um peixe infectado obtido de uma piscicultura no Brasil, através de
analises filogenéticas moleculares, perfil bioquimico, susceptibilidade a antimicrobianos e

viruléncia para P. mesopotamicus.
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4.2 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido em parceria entre o Laboratorio de Biologia Molecular
do Departamento de Genética e Evolucdo da Universidade Federal de Sdo Carlos — UFSCAR,
0 Laboratorio de Parasitologia do Departamento de Medicina Veterinaria — ZMV da
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos — FZEA/USP, campus de Pirassununga —
SP e o Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Peixes Continentais do Instituto Chico
Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (CEPTA/ICMbio) em Pirassununga, estado de

Sao Paulo.

4.2.1 Isolamento da bactéria

Um alevino de P. mesopotamicus com suspeita de infeccdo por Aeromonas, obtido da
piscicultura do CEPTA/ICMBIio, no municipio de Pirassununga, estado de Sédo Paulo,
apresentando escurecimento da pele, natacdo erratica e varios graus de Ulceras hemorragicas
no corpo foi eutanasiado por overdose de benzocaina. O peixe foi necropsiado e fragmentos
de figado, bacgo, rim, musculo e pele foram assepticamente coletados e homogeneizados por
2-3 min em 1,0 mL de caldo triptico de soja (TSB; BD Difco™, EUA). Ap6s um periodo de
incubacdo de 24h a 30°C, 50 uL da cultura foram inoculados em placas de gar triptico de
soja (TSA; BD Difco™, EUA) e incubados por 24h a 30°C.

Cinco das coldnias obtidas foram selecionadas aleatoriamente, inoculadas em 1 mL de
TSB e incubadas por 24h a 30°C. Para armazenamento a longo prazo, glicerol (30% v/v) foi

adicionado a essas culturas, que foram mantidas a -80°C.
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4.2.2 ldentificacéo fenotipica da cepa isolada

As colbnias isoladas foram submetidas a identificacdo bioquimica e analise de
susceptibilidade a antimicrobianos utilizando-se o sistema automatico de identificacdo
bacteriana VITEK 2 (bioMérieux, Franca) equipado com o software versdo 5.04. As culturas
de coldnias puras foram centrifugadas a 2.000 x g por 5 min, o meio de cultura sobrenadante
foi removido e as bactérias foram ressuspendidas em 3,0 mL de solucéo salina de NaCl 0,9%
estéril. A turbidez foi ajustada para 0,5 da escala de McFarland e entdo cada uma das
suspensdes foi inoculada no cartdo VITEK 2 GN reaction card, que realiza um conjunto de 47
testes bioquimicos para a identificacdo de bactérias Gram-negativas. O cartdo VITEK AST-
N239 susceptibility test card foi utilizado para determinar os perfis de susceptibilidade aos
antimicrobianos ampicilina, ampicilina/sulbactam, cefuroxima, cefuroxima/axetil, cefoxitina,
ceftazidima, ceftriaxona, cefepima, iminipenem, meropenem, amicacina, gentamicina,
ciprofloxacina, tigeciclina e colistina. A Concentracdo Minima Inibitéria (MIC) para cada

antimicrobiano também foi avaliada pelo sistema VITEK 2.

4.2.3 ldentificagdo molecular da cepa isolada

A identificagdo molecular foi realizada com base em amplificacdo por reagdo em
cadeia da polimerase (PCR), sequenciamento e analise filogenética de sequencias parciais dos
genes 16S rRNA, DNA girase (topoisomerase tipo IlI) subunidade B (gyrB) e RNA
polimerase fator sigma 70 (sigma D) (rpoD).

O DNA genomico foi isolado através do método de extragdo térmica. Para isso, 1,0
mL da cultura foi centrifugada a 2.000 x g por 5 minutos e o0 meio de cultura sobrenadante foi

removido. O pellet foi entdo lavado e ressuspendido em agua ultrapura (Mili-Q), transferido
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para um banho seco a 95°C por 5 minutos e imediatamente transferido para o gelo por 5
minutos. Esse procedimento foi repetido mais uma vez e, ao final, a suspensdo foi
centrifugada 10.000 x g por 10 minutos. 150 uL do sobrenadante contendo o DNA bacteriano
liberado foi coletado. O DNA gendmico total foi espectrofotometricamente quantificado
utilizando-se o NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, EUA) e armazenado a -
20°C.

As reacbes de PCR foram realizadas no termociclador AG 22331 Hamburg
Thermocycler (Eppendorf, Hamburg, Germany) e constituiram de 10-50 ng de DNA
gendémico, 2,5 puL de 10X DreamTaq Green Buffer (Thermo Scientific, EUA), 0,5 uL de
dNTPs (0,2 mM), 0,5 uL de cada primer (0,2 uM), 0,25 uL de DreamTag DNA Polymerase
(ThermoScientific, EUA) e agua ultrapura para um volume final de 25 pL. O programa da
PCR consistiu de 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, hibridizacdo dos primers
(52°C por 60 segundos para 16S rRNA e a 55°C por 30 segundos para gyrB e rpoD) e
extensdo a 72°C (120 segundos para 16S rRNA e 60 segundos para gyrB e rpoD), precedidos
por um passo de desnaturacdo inicial a 95°C por 3 minutos e sucedidos por uma extensdo
terminal a 72°C por 3 minutos.

Os fragmentos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%
em tampéo Tris-Acetato-EDTA (TAE) e o tamanho das bandas foi comparado com o padréo
1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, EUA). Os amplicons foram purificados com o QIAquick
PCR Purification Kit (Qiagen) e sequenciados utilizando-se o BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) no sequenciador ABI 3730 DNA Analyzer (Applied
Biosystems, CA, EUA). Os detalhes e sequéncias dos primers utilizados tanto para as reagoes

de PCR quanto para 0s sequenciamentos estdo sumarizados na Tabela 1.
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Tabela 1. Primers utilizados para amplificacdo e sequenciamento dos genes 16S rRNA, gyrB

e rpoD de A. dhakensis.

Gene Primers Sequéncia 5-3° Posicdo” Referéncia
16S0F AGAGTTTGATCATGGCTCAG 8-27 (MARTINEZ-MURCIA et al., 1999)
168 16S5R™ TTACCGCGGCTGCTGGCACG 533-514 (MARTINEZ-MURCIA et al., 1999)
16S9R™ CCGTCAATTCATTTGAGTTT 926-908 (MARTINEZ-MURCIA et al., 1999)
16S15R GGTTACCTTGTTACGACTT 1492-1510 (MARTINEZ-MURCIA et al., 1999)
gyrB3F TCCGGCGGTCTGCACGGCGT 334-353 (YANEZ et al., 2003)
oy gyrB7F™ GGGGTCTACTGCTTCACCAA 792-812 (YANEZ et al., 2003)
gyrBoRs™ CCTTGACCGAAATGACCGCC 980-960 (YANEZ et al., 2003)
gyrB14R TTGTCCGGGTTGTACTCGTC 1460-1441 (YANEZ et al., 2003)
rpoD70Fs ACGACTGACCCGGTACGCATGTA 280-302 (YAMAMOTO et al., 2000)
rpoD  rpoD8F” CGTCAATTCCGCCTGATGCC 769-788 (MARTINEZ-MURCIA et al., 2011)
rpoD11R ATGCTCATGCGRCGGTTGAT 1100-1081 (MARTINEZ-MURCIA et al., 2011)

"De acordo com a numeracao das sequéncias de E. coli.

“Primers utilizados apenas para sequenciamento.

As sequéncias foram visualizadas, montadas e editadas com o programa BioEdit
7.1.3.0 (HALL, 1999). Para cada sequéncia, uma busca através da ferramenta nucleotide-
nucleotide BLAST (blastn) foi realizada no website do National Center for Biotechnology

Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para confirmar que os genes foram corretamente

amplificados e sequenciados.

Arvores filogenéticas baseadas nos genes 16S rRNA, gyrB e rpoD foram construidas a
partir da comparacdo das sequéncias da cepa isolada nesse trabalho com todas as cepas-tipo
do género Aeromonas e varias cepas de A. dhakensis (incluindo as que foram descritas como
A. hydrophila subsp. dhakensis e A. aquariorum), obtidas do GenBank. Os alinhamentos das
sequéncias foram realizados pelo ClustalW implementado no programa BioEdit 7.1.3.0.
Analises filogenéticas foram conduzidas independentemente para cada gene com 0 programa
MEGA 6 (TAMURA et al., 2013) empregando o método de inferéncia filogenética Neighbor-
Joining. O modelo evolutivo Kimura-2-parametros (K2P) foi utilizado na analise. Uma

analise de bootstrap com 1.000 réplicas foi empregado para avaliar a confiabilidade dos ramos
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das arvores resultantes. Todas as posi¢des que continham gaps ou dados faltantes foram
eliminadas das analises. Foi realizada uma analise filogenética concatenada com 0s genes
gyrB e rpoD tratados como uma unica sequéncia de nucleotideos (1.366 pb) utilizando-se a
mesma metodologia descrita acima.

As porcentagens de substituicdo de nucleotideos entre as sequéncias dos genes gyrB e
rpoD da cepa sul-americana de A. dhakensis em relacdo as outras cepas utilizadas nas analises
foi avaliada atraves da construcdo de uma Matriz de Divergéncia Par-a-Par com o programa
MEGA 6 utilizando-se o0 modelo p-distancia. Todas as posi¢des que continham gaps ou dados
faltantes foram eliminadas das analises e o conjunto de dados final foi composto por 1.366

posicoes.

4.2.4 Estimativa da viruléncia da cepa isolada de A. dhakensis para P.

mesopotamicus

A viruléncia da cepa de A. dhakensis isolada para P. mesopotamicus foi determinada
através da estimativa da dose letal média (DLso), que foi calculada de acordo com os métodos
descritos por REED; MUENCH (1938).

Para isso, juvenis de P. mesopotamicus (55,2 + 1,2 g) provenientes de uma Unica
desova, obtidos de uma piscicultura comercial do estado de Sdo Paulo, foram divididos em
grupos de 10 animais e mantidos em 5 aquarios de vidro com volume de 60 L com aeracdo
constante por 2 semanas para aclimatagédo antes do desafio com as bacterias. 5 exemplares de
pacus obtidos da mesma piscicultura foram aleatoriamente selecionados, eutanasiados e
examinados para a presenca de parasitas ou outras enfermidades. Fragmentos de rim, figado e

baco foram coletados e cultivados em TSB por 24h a 30°C. Essas culturas foram entéo
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inoculadas em placas de TSA para confirmar que o estoque de peixes era negativo para
infeccdes bacterianas.

Ap0s a aclimatacdo, os peixes de cada tanque foram injetados por via intraperitoneal
com doses que variaram de 3,4 x 10° a 3,4 x 10’ unidades formadoras de colonias (UFC) de
A. dhakensis diluidas em 0,1 mL de solucéo salina de NaCl 0,9% estéril. A determinacéo das
UFCs utilizadas nos desafios foi realizada pelo método Spread Plate. Para isso, uma cultura
de A. dhakensis em meio TSB contendo 10 mg/mL de ampicilina foi expandida até alcancar a
densidade otica (DO) de 0,8 medida a 600 nm no espectrofotémetro Hitachi 2810U. Foram
preparadas diluicdes seriadas de 10 a 10° em TSB e 0,1 mL de cada uma delas foi semeada
em triplicata em placas de TSA. Apds um periodo de incubacdo de 24h a 30°C, as coldnias
obtidas em cada diluicdo foram contadas e o valor em UFC/mL da suspensdo original foi
calculado. Apenas placas que produziram entre 30 e 300 colénias foram consideradas para o
calculo, as demais foram desconsideradas.

Peixes controle foram injetados com 0,1 mL de solucéo salina estéril.

Os peixes foram verificados diariamente para a ocorréncia de mortalidades por 14 dias
pos-infecgdo. Fragmentos de figado e rim dos peixes mortos foram coletados assepticamente,
cultivados em TSB por 24h a 30°C, e essa cultura foi semeada em placas de TSA e incubadas
nas mesmas condigOes descritas acima. O re-isolamento de A. dhakensis foi confirmado
através da obtencdo do mesmo perfil bioquimico da cepa inicialmente isolada no sistema de
identificacdo bacteriana VITEK 2.

A partir das observacOes apés as infeccbes, foram calculados os valores acumulados
de mortalidade (A), que s&o valores obtidos a partir da premissa que 0s peixes que morreram
com a infeccdo de indculos menos concentrados também morreriam se fossem infectados com
0s mais concentrados. Para isso, para cada diluicdo, o nimero de mortos obtido foi somado ao

numero de mortos observados na dilui¢fes seguintes.
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Um caélculo semelhante foi realizado para a obtencdo dos valores acumulados de
sobrevivéncia (B). Nesse caso, a premissa foi que peixes que sobreviveram a infeccdo por
uma determinada dose de bactérias, também sobreviveria a uma dose menor.

Em seguida, para se obter a porcentagem de mortalidade para cada diluicdo, os

valores de A foram divididos pela soma de A e B, segundo a equacdo:

- =0 /
(A+B) % mortalidade

Posteriormente, o valor da distancia proporcional entre as duas diluicGes que
obtiveram porcentagem de &bitos logo acima e logo abaixo de 50% foi calculada. Esse

calculo foi realizado seguindo-se a seguinte formula:

(% mortalidade acima de 50%) — 50%
(% mortalidade acima de 50%) — (% mortalidade abaixo de 50%)

= distancia proporcional

Como as diluicdes foram realizadas em fator de 10, o resultado obtido na distancia
proporcional foi multiplicado por 1, uma vez que esse € o valor do log 10, e o valor obtido foi
adicionado ao logaritmo da diluicdo com % de mortalidade acima de 50% para se obter o log

DLsg:

(distancia proporcional x 1) + (log diluicdo acima de 50%) = log DLs,

Finalmente, a dose letal para 50% dos peixes infectados por A. dhakensis foi 0 n° de
UFC obtido na cultura com DO 0,8 a 600 nm, usando como fator de diluicdo o log DLs

obtido na equagéo acima.
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Identificacdo fenotipica da cepa isolada

As culturas obtidas dos 6rgdos do exemplar doente de P. mesopotamicus produziram
apenas colénias Gram-negativas, de coloracao esbranquicada e com superficie lisa. Todas as 5
colbnias selecionadas para identificacdo produziram padrdo bioquimico no sistema de
identificacdo automatizado VITEK 2, e foram identificadas pelo sistema como sendo A.
hydrophila com um grau de confianca de 98%. Os detalhes dos resultados obtidos nos testes
bioquimicos podem ser observados na Tabela 2.

O teste de susceptibilidade a antibioticos mostrou que a cepa de Aeromonas isolada
era resistente a ampicilina (MIC >= 32 ug/mL), ampicilina/sulbactam (MIC >= 32 pg/mL),
cefoxitina (MIC >= 64 pg/mL) e meropenem (MIC >= 16 ug/mL), e sensivel a todos os

outros antibidticos testados (Tabela 3).
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Tabela 2. Perfil bioquimico de A. dhakensis fornecido pelo sistema de identificacdo

automatizado VITEK 2.
Teste bioquimico Cédigo bioguimico Resultado
Ala-Phe-Pro-Arylamidase APPA -
Adonitol ADO -
L-Pyrrolydonyl-Arylamidase PyrA -
L-Arabitol IARL
D-Cellobiose dCEL -
Beta-Galactosidase BGAL +
H,S Production H2S +
Beta-N-Acetyl-Glucosaminidase BNAG +
Glutamyl Arylamidase pNA AGLTp -
D-Glucose dGLU +
Gamma-Glutamyl-Transferase GGT -
Fermentation/Glucose OFF +
Beta-Glucosidase BGLU +
D-Maltose dMAL +
D-Manitol dMAN +
D-Mannose dMNE +
Beta-Xylosidase BXYL -
Beta-Alanine Arylamidase pNA BAlap -
L-Proline Arylamidase ProA -
Lipase LIP +
Palatinose PLE +
Tyrosine Arylamidase TyrA -
Urease URE -
D-Sorbitol dSOR -
Saccharose/Sucrose SAC +
D-Tagatose dTAG -
D-Trehalose dTRE +
Citrate-sodium CIT -
Malonate MNT -
5-Keto-D-Gluconate 5KG -
L-Lachate Alkalinization ILATK +
Beta-N-Acetyl-Galactosaminidase NAGA -
Succinate Alkalinization SUCT +
Alpha-Glucosidase AGLU -
Alpha-Galactosidase AGAL -
Phosphatase PHOS -
Glycine Arylamidase GlyA -
Ornithine Decarboxylase oDC -
Lysine Decarboxylase LDC -
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L-Histidine Assimilation IHISa -

Coumarate CMT -
Beta-Glucuronidase BGUR -
2,4-Diamino-6,7-Diisopropylpteridine Resistance 0129R -
Glu-Gly-Arg-Arylamidase GGAA +

L-Malate Assimilation IMLTa -

Ellman ELLM +

L-Lactate Assimilation ILATa -

Tabela 3. Perfil de susceptibilidade a antibioticos da cepa isolada de A. dhakensis.

Antibiotico Concentragdo Minima Interpretacéo
Inibitéria (MIC) (ng/mL)

Ampicilina >= 32 R
Ampicilina/Sulbactam >= 32 R
Cefuroxima <=1 S
Cefuroxima/Axetil <=1 S
Cefoxitina >= 64 R
Ceftazidima <=1 S
Ceftriaxona <=1 S
Cefepima <=1 S
Imipenem 0.5 S
Meropenem >=16 R
Amicacina <=2 S
Gentamicina <=1 S
Ciprofloxacina <=0,25 S
Tigeciclina <=0,5 S
Colistina 2 S

R = resistente, S = sensivel



4.3.2 lIdentificacdo molecular da cepa isolada

As andlises por sequenciamento dos genes 16S rRNA, gyrB e rpoD produziram
sequéncias de 1.398, 1.033 e 750 nucleotideos respectivamente. As buscas BLAST dos genes
mostraram um alto grau de similaridade com as sequéncias de cepas de A. dhakensis
(incluindo as referidas como A. hydrophila subsp. dhakensis e A. aquariorum), chegando a
99% para 0s genes gyrB e rpoD, e até 100% de similaridade para o gene 16S rRNA com
algumas cepas de A. hydrophila. As sequéncias obtidas da cepa isolada de A. dhakensis foram
depositadas no GenBank sob os nimeros de acesso KU248777 para 16S, KU248778 para
gyrB e KU248779 para rpoD.

Quando a sequéncia do gene rpoD obtida da cepa brasileira de A. dhakensis foi
alinhada e comparada com as sequéncias de outras cepas dessa espécie, um alto grau de
similaridade foi observado. Porém, a cepa isolada no presente estudo apresentou diferencas
significativas em relacéo a todas as outras disponiveis na literatura, com a ocorréncia de uma
insercdo de 6 nucleotideos (GACGAA) em uma regido de pequenas repeticdes em tandem
(STR), onde os aminoacidos &cido aspartico e acido glutdmico sdo codificados de forma
alternada, com o primeiro ocorrendo 7 vezes, e 0 segundo, 6 vezes na posicdo 556 da
sequéncia de nucleotideos (de acordo com a numeracdo da sequéncia de E. coli) (Figura 1).
Essa insercdo ndo foi observada em nenhuma outra cepa de A. dhakensis isolada em nenhum

outro lugar do mundo, sendo uma caracteristica exclusiva da cepa brasileira.
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Leromonas dhakensis (South Zmerica) ACATCGGCTCCGAGCTCAGCGAGGAAGATCTGGCTGACGAGGATGALGATGALGACGRAAGACGRARGACGEAAGACGETGATGEGTGATGACTCCGRACGATGRATGED
Zeromonas aguariorum MDC47 RCATCGGCTCCGAGCTCAGCGRAGGARGATCTGGCTGACGRAGGATGARGATGRAAGRCGRAGRACGRE GRCGGTGATGGTGATGEACTCCGRACGRATGATGGEC
Leromonas aguariorum MDC 2406 RCARTCGGCTCCGAGCTCAGCGAGGARGATCTGGCTGRACGRAGGATGARGACCGRAAGRACGRAGRACGRR GATGGTGATGGTGATGACTCCGACGATGATGGD
Zeromonas hydrophila subsp. dhakensis IMG 15563 ECATCGECTCCGAGCTCAGCGRAGGARGATCTGGCTGACGAGGATGARGACGRARAGRCGRAGACGRR GATGGTGATGETGATGEACTCCGACGATGATGGEC
Leromonas agquarlorum 16627 ARCARTCGGCTCCGRAGCTCAGCGAGGRARGATCTGGCTGRACGRAGGATGARGRACGRAAGRACGRAGRACGRR GATGGTGATGGTGATGACTCCGACGATGATGGED
Leromonas aguariorum MDC442 ACATCGGCTCCGAGCTCAGCGAGGARAGATCTGGCTGACGAGGATGALGACCGRAAGRACGRAGACGRR GLCGGETGATGGTGATGACTCCGACGATGATGED
Zeromonas aguariorum MDC310 ARCATCGGCTCCGAGCTCAGCGRAGGARGATCTGGCTGACGRAGGATGARGACGRAAGRCGRAGRACGRE GRCGGTGATGGTGATGEACTCCGRACGATGATGGET
Leromonas aguariorum CECT 7285 ARCARTCGGCTCCGAGCTCAGCGAGGRARGATCTGGCTGRACGRAGGATGARGATCGRAAGRACGRAGRACGRR GRCGGTGATGGTGATGACTCCGACGATGATGGD
Reromonas agquariorum A2013 ECATCGECTCCGAGCTCAGCGAGGARGATCTGGCTGACGAGGATGARGATGRARGRCGREAGACGRR GATGGTGATGETGATGEACTCCGACGATGATGGEC
Leromonas agquariorum MDC317 ARCARTCGGCTCCGRAGCTCAGCGAGGARGATCTGGCTGRACGRAGGATGARGATGRAAGACGRAGRACGRR GACGGETGATGGTGATGACTCCGACGATGATGGED
Leromonas hydrophila subksp. dhakensis IMG 13565 ACATCGGCTCCGAGCTCAGCGAGGARGATCTGGCTGACGAGGATGALGATCGALGACGRAGACGRR GLATGGTGATGGTGATGACTCCGACGATGATGED
Zeromonas hydrophila subsp. dhakensis LMG 19561 RCATCGGCTCCGAGCTCAGCGRAGGARGATCTGGCTGACGRAGGATGARGATGRAAGRCGRAGRACGRE GATGGTGATGGTGATGEACTCCGRACGRATGATGGEC
Leromonas hydrophila subsp. dhakensis IMG 15566 ARCARTCGGCTCCGAGCTCAGCGAGGRARGATCTGGCTGRACGRAGGATGARGATCGRAAGRACGRAGRACGRR GATGGTGATGGTGATGACTCCGACGATGATGGD
Zeromonas hydrophila subsp. dhakensis IMG 15567 ECATCGECTCCGAGCTCAGCGAGGARGATCTGGCTGACGAGGATGARGATGRARGRCGREAGACGRR GATGGTGATGETGATGEACTCCGACGATGATGGEC
Leromonas hydrophila subsp. dhakensis IMG 195595 ARCARTCGGCTCCGRAGCTCAGCGAGGARGATCTGGCTGRACGRAGGATGARGATGRAAGACGRAGRACGRR GATGGTGATGGTGATGACTCCGACGATGATGGED
Leromonas hydrophila subksp. dhakensis IMG 13560 ACATCGGCTCCGAGCTCAGCGAGGARGATCTGGCTGACGAGGATGALGATCGALGACGRAGACGRR GLCGGETGATGGTGATGACTCCGACGATGATGED
Zeromonas aguariorum MDC318 RCATCGGCTCCGAGCTCAGCGRAGGARGATCTGGCTGACGRAGGATGATGACGRAAGRCGRRAGRACGRE GRCGGTGATGGTGATGEACTCCGRACGRATGATGGEC
Leromonas hydrophila subsp. dhakensis LMG 13558 ARCARTCGGCTCCGAGCTCAGCGAGGRARGATCTGGCTGRACGRAGGATGARGATCGRAAGRACGRAGRACGRR GRCGGTGATGGTGATGACTCCGACGATGATGGD
Zeromonas agquariorum MDC255 ECATCGECTCCGAGCTCAGCGRAGGARGATCTGGCTGACGAGGATGARGACGRARAGRCGRAGACGRR GRACGGTGATGETGATGEACTCCGACGATGATGGEC
Leromonas hydrophila subsp. dhakensis LMG 13564 ARCARTCGGCTCCGRAGCTCAGCGAGGRARGATCTGGCTGRACGRAGGATGARGRACGRAAGRACGRAGRACGRR GACGGETGATGGTGATGACTCCGACGATGATGGED
Leromonas aguariorum 13686 ACATCGGCTCCGAGCTCAGCGAGGARAGATCTGGCTGACGAGGATGALGACCGRAAGRACGRAGACGRR GLCGGETGATGGTGATGACTCCGACGATGATGED
Zeromonas aguariorum MDC 573 ARCATCGGCTCCGAGCTCAGCGRAGGARGATCTGGCTGACGRAGGATGARGACGRAAGRCGRAGRACGRE GRCGGTGATGGTGATGEACTCCGRACGRATGATGGEC
Leromonas aguariorum 3K1C27 RCARTCGGCTCCGAGCTCAGCGAGGARGATCTGGCTGRACGRAGGATGARGACCGRAAGRACGRAGRACGRR GRCGGTGATGGTGATGACTCCGACGATGATGGD
Zeromonas hydrophila D100 ECATCGECTCCGAGCTCAGCGRAAGARGATCTGGCTGACGRARGATGARGACGRARGRATGREAGACGRR GRACGGTGATGETGRATGEACTCCGACGATGATGET
Leromonas hydrophila 140p ARCARTCGGCTCCGRAGCTCAGCGRARGRARGATCTGGCTGRACGRRAGRATGARGACGRAAGRACGRAGRACGRR GACGGETGATGGTGATGACTCCGACGATGATGGED
Leromonas hydrophila CECT 835 ACATCGGCTCCGAGCTCAGCGARAGAAGATCTGGCTGACGAEAGRACGARGACCGALAGATGRAAGACGER GLCGGTGATGGTGATGACTCCGRACGATGATGET
Zeromonas hydrophila MDC 2475 RCATCGGCTCCGAGCTCAGCGRRAGARGATCTGGCTGACGRARGACGRARGACGRAAGATGRRAGRACGRE GRCGGTGATGGTGATGEACTCCGRACGATGATGGET
Leromonas hydrophila 63C ARCATCGGCTCCGAGCTCAGCGARGARGATCTGGCTGRACGRRAGRCGRARGACGRAAGATGRAGRACGRR GRACGGTGATGGCGATGACTCCGACGATGATGET
Zeromonas hydrophila 830 ECATCGECTCCGAGCTCAGCGRAAGARGATCTGGCTGACGRARGATGARGACGRARGRATGREAGACGRR GRACGGTGATGECGRATGATTCCGACGATGRACGET
Leromonas hydrophila MDC 231 ARCARTCGGCTCCGRAGCTCAGCGRARGRARGATCTGGCTGRACGRAAGRACGRARGATGRAAGATGRAAGRACGRR GACGGETGATGGCGATGACTCCGACGATGATGGED
Leromonas hydrophila MDC 48 ACATCGGCTCCGAGCTCAGCGARAGAAGATCTGGCTGACGREAGATGALGACCGALAGATGRAAGACGRR GLCGGETGATGGCGATGACTCCGACGATGATGED
Zeromonas hydrophila MDC 27 ARCATCGGCTCCGAGCTCAGCGRRAGARGATCTGGCTGACGRARGACGRARGACGRAAGRCGRAGRACGRE GRACGGTGATGGCGATGEACTCCGRACGATEGATGGEC
Leromonas hydrophila MDC 24 ARCARTCGGCTCCGAGCTCAGCGARGARGATCTGGCAGRCGRRAGRATGRARGACGRAAGRACGRAGRACGRR GRCGGTGATGGCGATGACTCCGACGATGATGGD
Leromonas dhakensis (South Zmerica) I tEQLRLSDIIS IGEELSEEDLEADEDEDEDEDEDEDGDGDDSDDDGED E
Leromonas aquariorum MDC47 I *EQLRLSDIIS IGSELSEEDLEADEDEDEDEDE-~DGDGDDSDDDGD E
Reromonas aguariorum MDC 2406 I CLERLSDIIS IGSELSEEDLEDEDEDEDEDE~~DGDGDDEDDDGED E
Leromonas hydrophila subsp. dhakensis IMG 15563 I CLRLEDIIS IGSELSEEDLADEDEDEDEDE- ~DCDGDDEDDDCD E
Lercomonas aguariorum 16627 i) CLRLSDITIS IGSELSEEDLADEDEDEDEDE~~DGDGDOSDDDGD E
Leromonas aguariorum MDC442 I CLRLEDIIS IGSELSEEDLADEDEDEDEDE- ~DCDGDDEDDDCD E
Leromonas aquarj_oru_m MDC310 i) CLRLSDITIS IGSELSEEDLADEDEDEDEDE~~DGDGDOSDDDGD E
Leromonas aguariorum CECT 728% I CLRLEDIIS IGSELSEEDLADEDEDEDEDE- ~DCDGDDEDDDCD E
Leromonas aquarj_oru_m n2013 in) CLRLSDITIS IGSELSEEDLADEDEDEDEDE~~DGDGDD3DDDGD E
Leromonas aguariorum MDC317 I CLRLSDIIS IGSELSEEDLEADEDEDEDEDE~~DGDGDDEDDDGED E
Leromonas hydrophila subsp. dhakensis IMG 19565 DER: CLERLSDIIS IGSELSEEDLEDEDEDEDEDE~~DGDGDDSDDDGD E
Leromonas hydrophila subsp. dhakensis IMG 13561 I CLRLSDIIS IGSELSEEDLEADEDEDEDEDE~~DGDGDDEDDDGED E
Leromonas hydrophila subsp. dhakensis IMG 19566 I CLERLSDIIS IGSELSEEDLEDEDEDEDEDE~~DGDGDDSDDDGD E
Reromonas hydrophila subsp. dhakensis IMG 19567 I RECLRLSDIIS IGEELSEEDLADEDEDEDEDE~~DGEDGDDEDDDGED R
Leromonas hydrophila subsp. dhakensis IMG 19555 I CLRLSDIIS IGSELSEEDLEADEDEDEDEDE-~DGDGDDSDDDGD E
Reromonas hydrophila subsp. dhakensis IMG 15560 I GLELSDIIS IGSELSEEDLEDEDEDEDEDE-~~DGEDGDDSDDDGED E
Leromonas aquariorum MDC318 I LECLRLSDIIS IGSELSEEDLEADEDDDEDEDE-~DGDGDDSDDDGD E
Reromonas hydrophila subsp. dhakensis IMG 19558 I GLELSDIIS IGSELSEEDLEDEDEDEDEDE-~~DGEDGDDSDDDGED E
Leromonas aquariorum MDC255 I CLRLSDIIS IGSELSEEDLEADEDEDEDEDE-~DGDGDDSDDDGD E
Reromonas hydrophila subsp. dhakensis LMG 19564 I CLRLSDII IGSELSEEDLEDEDEDEDEDE~~DGDGDDEDDDGED E
Leromonas agquariorum 13686 D CLBRLSDIT IGSELSEEDLEADEDEDEDEDE-~DCEDGDDEDDDCED E
Leromonas aguariorum MDC 573 i) CLRLSDITIS IGSELSEEDLADEDEDEDEDE~~DGDGDOSDDDGD E
Leromonas aguariorum 3K1cC27 I CLRLEDIIS IGSELSEEDLADEDEDEDEDE- ~DCDGDDEDDDCD E
Leromonas hydrgphila D100 i) CLRLSDIT IGSELSEEDLADEDEDEDEDE~~DGDGDOSDDDGD E
Leromonas hydrophila 140p I CLRLEDIIS IGSELSEEDLADEDEDEDEDE- ~DCDGDDEDDDCD E
Leromonas hydrgphila CECT 839 in) CLRLSDITIS IGSELSEEDLADEDEDEDEDE~~DGDGDD3DDDGD E
Leromonas hydrophila MDC 2475 I CLRLSDIIS IGSELSEEDLEADEDEDEDEDE~~DGDGDDEDDDGED E
Leromonas hydrophila €3C D CLRLSDIIS IGSELSEEDLEDEDEDEDEDE~~DGDGDDSDDDGD E
Leromonas hydrophila 830 I CLRLSDIIS IGSELSEEDLEADEDEDEDEDE~~DGDGDDEDDDGED E
Leromonas hydrophila MDC 231 D CLRLSDIIS IGSELSEEDLEDEDEDEDEDE~~DGDGDDSDDDGD E
Reromonas hydrophila MDC 48 I GCLELSDIIS IGEELSEEDLADEDEDEDEDE~~DGEDGDDEDDDGED R
Leromonas hydrophila MDC 27 D CLRLSDIIS IGSELSEEDLEADEDEDEDEDE-~DGDGDDSDDDGD E
Reromonas hydrophila MDC 24 S tEQLRLSDIIS IGSELSEEDLEDEDEDEDEDE-~~DGEDGDDSDDDGED VIRLSIQQNGR

Figura 1. Alinhamento de sequéncias do gene rpoD comparando a sequéncia da cepa de A. dhakensis obtida no presente trabalho
com varias outras cepas dessa espécie e algumas de A. hydrophila. No topo é mostrado o alinhamento de nucleotideos e, na parte de
baixo é mostrado o alinhamento de amino&cidos. Note a inser¢do dos nucleotideos GACGAA na sequéncia da cepa sul-americana
codificando os aminoacidos Acido Aspartico e Acido Glutamico (letras D e E de acordo com o cédigo de aminoécidos da Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC)).



As filogenias obtidas a partir tanto das analises individuais de cada gene, como a
analise das sequéncias dos genes gyrB e rpoD concatenados, produziram resultados
semelhantes (Figuras 2 a 5). A cepa sul-americana de A. dhakensis se posicionou em um
clado composto exclusivamente por cepas de A. hydophila subsp. dhakensis e A.
aquariorum. Este clado composto por cepas de A. dhakensis se apresentou sempre
proximamente relacionado com o clado composto por cepas de A. hydrophila nas
filogenias dos 3 genes, principalmente nas arvores obtidas na analise concatenada e a
partir do gene rpoD, onde se apresentaram como clados irméos (Figuras 2 e 5).

A analise da divergéncia dos genes concatenados mostrou que a porcentagem de
variacdo entre a cepa sul-americana de A. dhakensis e as outras cepas dessa espécie
variou entre 1,0 e 1,8%, enquanto as diferencas em relacdo as cepas de A. hydrophila, a
espécie que se mostrou mais semelhante, variou entre 4,7 a 5,6% para esses genes. Em
relacdo as outras espécies de Aeromonas a porcentagem de variacdo entre esses genes

chegou a 14,8% de divergéncia em relacdo a cepas de Aeromonas simiae (Tabela 4).
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Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis LMG 19559

99 | Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis LMG 19567
Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis LMG 19566
Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis LMG 19561
Aeromonas aquariorum A2-13

Aeromonas aquariorum 3K1C27

Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis LMG 19564
85 L_ Aeromonas aquariorumMDC 259
| o8 Aeromonas aquariorumCECT 7289
BLﬁAeromonas aquariorumMDC 477
Aeromonas aquariorumMDC 310

— Aeromonas aquariorum 16627

Aeromonas aquariorum MDC 442
E‘Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis LMG 19563
100! Aeromonas aquariorum MDC 2406
‘E Aeromonas aquariorum MDC 317

100 Aeromonas dhakensis (South America)

Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis LMG 19560
Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis LMG 19558
Aeromonas aquariorum MDC 318
100 Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis LMG 19565
‘{_Eeromonas aquariorum MDC 573
63 Aeromonas aquariorum 19686

Aeromonas hydrophila D100

Aeromonas hydrophila MDC 231

Aeromonas hydrophila 830
Aeromonas hydrophila MDC 2475
Aeromonas hydrophila CECT 8397
Aeromonas hydrophila 63C
Aeromonas hydrophila 140p
Aeromonas hydrophila MDC 48
Aeromonas hydrophila MDC 240

77— Aeromonas hydrophila MDC 27

E Aeromonas taiwanensis A2-507
Aeromonas sanarellii A2-677
94
« Aeromonas caviae
100

—100—_ Aeromonas enteropelogenes

Aeromonas jandaei

Aeromonas sobria/veronii

100 .
-l Acromonas media

100

100 Aeromonas molluscorum

Aeromonas rivuli
100

ﬂ Aeromonas bivalvium

Aeromonas encheleia

10?00 .
H Aeromonas salmonicida

100 "
Aeromonas popoffii

100

Aeromonas piscicola

70 Aeromonas bestiarum

97

100 .
[———————————————————— =l Aeromonas simiae
100 .
100 Aeromonas diversa
100 Aeromonas schubertii
100
|
0.02

Figura 2. Arvore filogenética de Neighbor-Joining ndo-enraizada obtida a partir da
andlise das sequéncias concatenadas dos genes gyrB e rpoD (1.366 pb de comparacéo)
mostrando o relacionamento entre a cepa sul-americana de A. dhakensis (em negrito) e
varias espécies do género Aeromonas. Valores de suporte de bootstrap sdo indicados
nos nés dos ramos (valores menores que 50 ndo mostrados). Clados compostos por
cepas que nao sejam de A. dhakensis e A. hydophila estdo comprimidos. Barra = 0,02
substituicdes por posicéo.
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Aeromonas simiae IBS S6874 (AJ536821)

73 4? Aeromonas schubertii ATCC 437007 (X60416)
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Figura 3. Arvore filogenética de Neighbor-Joining nio-enraizada obtida a partir da
analise de sequéncias parciais do gene 16S rRNA mostrando o relacionamento entre a
cepa sul-americana de A. dhakensis (em negrito) e as cepas-tipo de todas as espécies do
género Aeromonas. Valores de suporte de bootstrap sdo indicados nos nés dos ramos.
Numeros de acesso do GenBank sdo dados na frente dos nomes das espécies. Barra =
0,02 substitui¢des por posicéo.
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Figura 5. Arvore filogenética de
Neighbor-Joining ndo-enraizada obtida
a partir da andlise das sequéncias
parciais do gene rpoD mostrando o
relacionamento entre a cepa sul-
americana de A. dhakensis (em negrito)
e varias espécies do género Aeromonas.
Valores de suporte de bootstrap séo
indicados nos nos dos ramos (valores
menores que 50 ndo mostrados).
NUmeros de acesso do GenBank sdo
dados na frente dos nomes das espécies.
Barra = 0,02 substituicdes por posicao.
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Tabela 4. Divergéncias entre as sequéncias concatenadas dos genes gyrB e rpoD da
cepa sul-americana de A. dhakensis em relacdo a cepas de outras espécies de

Aeromonas.
Cepas Divergéncia Cepas Divergéncia

(%) (%)
Aeromonas aquariorum MDC47 1,2 Aeromonas piscicola R4 10,6
Aeromonas aquariorum MDC 2406 14 Aeromonas piscicola MDC 2518 10,3
Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis LMG 19563 1,4 Aeromonas caviae ACVM 12,4
Aeromonas aquariorum 16627 1,4 Aeromonas caviae RK 65541 75
Aeromonas aquariorum MDC442 1,1 Aeromonas caviae RK 27611 79
Aeromonas aquariorum MDC310 1,5 Aeromonas caviae AE-39 75
Aeromonas aquariorum CECT 7289T 1,2 Aeromonas caviae AE-34 7,2
Aeromonas aquariorum A2-13 15 Aeromonas caviae RK 217455 7,5
Aeromonas aquariorum MDC317 1,2 Aeromonas caviae AE-23 7,2
Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis LMG 19565 1,8 Aeromonas caviae AE-11 7,5
Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis LMG 19561 1,3 Aeromonas caviae CECT 838 7,5
Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis LMG 19566 1,3 Aeromonas media CDC 0862-83 9,7
Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis LMG 19567 1,3 Aeromonas media 345 9,3
Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis LMG 19559 1,3 Aeromonas media CECT 4232T 9,5
Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis LMG 19560 15 Aeromonas media CECT 4234 9,5
Aeromonas aquariorum MDC318 1,0 Aeromonas encheleia CECT 4342 10,7
Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis LMG 19558 1,8 Aeromonas encheleia CECT 4253 10,2
Aeromonas aquariorum MDC259 15 Aeromonas encheleia CECT 4856 10,5
Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis LMG 19564 15 Aeromonas encheleia CECT 4341 10,7
Aeromonas aquariorum 19686 1,6 Aeromonas enteropelogenes AE-31 7,8
Aeromonas aquariorum MDC 573 15 Aeromonas enteropelogenes CECT 4487 7.8
Aeromonas aquariorum 3K1C27 1,5 Aeromonas enteropelogenes CECT 4935 7,5
Aeromonas hydrophila D100 4,7 Aeromonas enteropelogenes MDC 36 75
Aeromonas hydrophila 140p 4.8 Aeromonas enteropelogenes MDC 576 7,3
Aeromonas hydrophila CECT 839 5,0 Aeromonas jandaei AN-51 8,4
Aeromonas hydrophila MDC 2475 5,6 Aeromonas jandaei ATCC 49568 8,6
Aeromonas hydrophila 63C 53 Aeromonas jandaei CECT 4228 8,0
Aeromonas hydrophila 830 5,4 Aeromonas jandaei 344 78
Aeromonas hydrophila MDC 231 51 Aeromonas sobria CECT 4245 10,7
Aeromonas hydrophila MDC 48 5,6 Aeromonas sobria JCM 2137 10,7
Aeromonas hydrophila MDC 27 5,2 Aeromonas sobria JCM 2367 9,3
Aeromonas hydrophila MDC 240 5,4 Aeromonas sobria JCM 2146 9,2
Aeromonas salmonicida CIP 57.50 10,7 Aeromonas veronii CECT 5761T 10,0
Aeromonas salmonicida S09-32 10,5 Aeromonas veronii CECT 4246 9,7
Aeromonas salmonicida LMG 3756 10,5 Aeromonas bivalvium 868E 10,8
Aeromonas salmonicida CECT 7453 10,7 Aeromonas bivalvium 665N 10,5
Aeromonas salmonicida CECT 5247 10,5 Aeromonas bivalvium CECT 7113 11,1
Aeromonas salmonicida CECT 5242 111 Aeromonas bivalvium MDC 88 10,5
Aeromonas salmonicida CECT 5239 10,8 Aeromonas rivuli WB4.4-101 11,3
Aeromonas salmonicida CECT 5230 10,9 Aeromonas rivuli DSM 22539 11,4
Aeromonas salmonicida CECT 5222 10,2 Aeromonas molluscorum LMG 22214 13,1
Aeromonas salmonicida CECT 5220 10,2 Aeromonas molluscorum 848 12,5
Aeromonas popoffii LMG 17547 10,8 Aeromonas molluscorum 869N 12,9
Aeromonas popoffii LMG 17546 10,8 Aeromonas molluscorum 431E 12,7
Aeromonas popoffii LMG 17545 10,9 Aeromonas molluscorum MDC74 12,9
Aeromonas popoffii LMG 17544 10,8 Aeromonas molluscorum MDC73 12,8
Aeromonas popoffii CIP 105493 10,8 Aeromonas molluscorum MDC72 12,7
Aeromonas popoffii CECT 5176 10,6 Aeromonas molluscorum MDC43 12,8
Aeromonas popoffii MDC 15 10,8 Aeromonas simiae MDC 2374 14,8
Aeromonas bestiarum ATCC 23213 9,7 Aeromonas simiae CIP 107798 14,8
Aeromonas bestiarum LMG 13662 10,0 Aeromonas simiae MDC 55 14,8
Aeromonas bestiarum LMG 13448 9,7 Aeromonas simiae MDC 54 14,8
Aeromonas bestiarum LMG 14045 9,7 Aeromonas diversa MDC 2583 14,3
Aeromonas bestiarum CECT 5741 10,3 Aeromonas diversa CECT 4254T-G501 14,2
Aeromonas bestiarum AE238 9,9 Aeromonas schubertii CECT 4240 14,0
Aeromonas piscicola AH-3 10,4 Aeromonas schubertii MDC 574 13,5
Aeromonas piscicola TC1 10,3 Aeromonas sanarellii A2-67 8,3
Aeromonas piscicola R94 10,3 Aeromonas taiwanensis A2-50 9,1
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4.3.3 Estimativa de DLso de A. dhakensis para P. mesopotamicus

A viruléncia da cepa isolada de A. dhakensis foi avaliada com base na dose letal
para 50% dos peixes infectados.

Para a determinacdo das doses que seriam inoculadas nos peixes, o nimero de
UFC/mL de uma cultura expandida até atingir uma DO de 0,8 a 600 nm em meio
TSB+ampicilina. Essa cultura foi diluida de forma seriada de 10™ a 10 e inoculada em
placas de TSB para contagem de coldnias. Porém, as diluicdes de 10™ a 10 produziram
um numero muito grande de col6nias, o que impossibilitou a contagem. As placas da
diluicdo de 10 produziram uma média de 40 colonias em 0,1 mL inoculados, 0 que
representou 4,0 x 10° UFC/mL. Considerando-se o fator de diluicdo de 10® temos que
a cultura original possufa 4,0 x 10® UFC/mL. As placas da diluicdo de 10 produziram
uma média de 272 coldnias em 0,1 mL inoculados, 0 que representou 2,7 x 10°
UFC/mL. Considerando-se o fator de diluicido de 10 temos que a cultura original
possufa 2,7 x 108 UFC/mL. Como as duas diluicdes produziram coldnias dentro dos
valores aceitaveis entre 30 e 300 col6nias, a determinacdo da concentracdo da cultura
original com DO de 0,8 a 600 nm foi obtida a partir da média dos resultados das duas
diluicSes, o que representou um valor de 3,4 x 10 UFC/mL.

Apoés a infeccdo experimental dos peixes com as doses de A. dhakensis, as
primeiras mortes foram observadas cerca de 8h poés-infeccdo para a dose mais
concentrada, de 3,4 x 10’ UFC/peixe, e todas as demais mortes ocorreram dentro de um
periodo de 48h. Apos 48h pds-infeccdo, nenhuma morte foi observada. Os dados de
mortalidade estdo apresentados na tabela 5.

Os sinais clinicos observados foram similares aos observados no peixe

naturalmente infectado do qual a bactéria foi originalmente isolada, incluindo focos
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hemorragicos nos olhos, branquias, nadadeiras, regido anal e 6rgéos internos, bem como

inchaco abdominal, natacdo erratica e escurecimento da pele (Figura 6).
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Tabela 5. Dados de mortalidade observados em P. mesopotamicus no experimento de

dose letal média (DLsp).

Dose de No. de animais Valores acumulados Mortalidade
bactérias ] . Mortalidade® Sobreviventes® Total
3 0,

(CFUFfish) Mortalidade Sobreviventes A) B) (A+B) Razdo )

3.4 x 10’ 30 0 89 0 89 89/89 100
3.4 x10° 30 0 59 0 59  59/59 100
3.4x10° 23 7 29 7 36 29/36 80,5
3.4 x 10 6 24 6 31 37 6/37 16,2
3.4 x10° 0 30 0 61 61 0/61 0

%Soma a partir do topo.
®Soma a partir de baixo.

Figura 6. Exemplar de P. mesopotamicus infectado por injecdo intraperitoneal com A.
dhakensis. Note os focos hemorragicos nos olhos, branquias, nadadeiras e regido anal
(setas) e inchaco abdominal (estrela).
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O célculo da DLsg, de acordo com os métodos descritos por REED; MUENCH
(1938), foi obtido primeiramente calculando-se a distancia proporcional entre as
diluicdes que obtiveram porcentagens de Obitos logo acima e logo abaixo de 50%

aplicando-se a formula a seguir:

(% mortalidade acima de 50%) — 50%
(% mortalidade acima de 50%) — (% mortalidade abaixo de 50%)

= distancia proporcional

Assim temos que a distancia proporcional é:

80,5% — 50% 05
80,5% — 16,2%

O valor da distancia proporcional entre as porcentagens de mortalidade logo
acima e logo abaixo de 50% foi multiplicado por 1 (valor do log 10, que foi o fator de
diluicdo utilizado no experimento) e somado com o fator de diluicdo da dose que
produziu taxa de mortalidade logo acima de 50%, obteve-se o log da diluicdo

responsavel por produzir uma letalidade de 50% (DLs), da seguinte maneira:
05x1)+2=25

Dessa forma, a diluicdo da cultura original a 3,4 x 108 UFC/mL devera ser feita
em fator de 10%°, o que representa que a DLs da cepa isolada de A. dhakensis para P.
mesopotamicus é aproximadamente 3,4 x 10> ou 1,1 x 10° UFC/mL. Como 0s peixes
foram infectados com um volume de 0,1 mL, o valor aproximado da DLsq foi de 1,1 x

10° UFC/peixe.
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4.4 DISCUSSAO

Embora Aeromonas spp. sejam geralmente patdgenos oportunistas em peixes, a
investigacdo microbiologica do agente patogénico responsavel por causar septicemia
hemorragica aguda em um alevino de P. mesopotamicus obtido da piscicultura do
CEPTA/ICMBIo revelou que um Gnico patégeno, identificado como sendo a bactéria A.
dhakensis, estava infectando o peixe doente.

A identificacdo inicial, baseada em testes bioquimicos realizados pelo sistema de
identificacdo automatizado VITEK 2, utilizando-se um conjunto de 47 provas
bioquimicas, identificou com sucesso a bactéria isolada até o nivel de género.
Entretanto, o sistema identificou a cepa isolada como sendo da espécie A. hydrophila
com um grau de confiabilidade de 98%, recebendo a classificagdo de “identificagdo
excelente” pelo sistema, identificacdo que se mostrou incorreta apds as andlises
moleculares.

O género Aeromonas € conhecido por conter cepas que sao dificeis de
diferenciar entre si, especialmente quando apenas métodos fenotipicos sdo empregados
(ABBOTT; CHEUNG; JANDA, 2003; FIGUERAS; BEAZ-HIDALGO, 2015).
Portanto, a fim de confirmar o diagnostico obtido a partir dos testes bioquimicos, foram
realizadas andlises de sequenciamento de DNA e filogenia molecular, utilizando-se 0s
genes housekeeping 16S rRNA, gyrB e rpoD. As sequéncias obtidas foram entdo
submetidas a analise pela busca BLAST, que revelou a cepa isolada era molecularmente
mais proxima a cepas de A. dhakensis do que das de A. hydrophila, como sugeriam os
testes bioguimicos. Isso demonstrou que o banco de dados utilizado para a identificagdo

fenotipica foi incapaz de diferenciar entre as espécies A. dhakensis e A. hydrophila.
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A partir das sequéncias dos genes 16S rRNA, gyrB e rpoD, foram realizados
alinhamentos comparando esses genes da cepa isolada com varias cepas bem
caracterizadas de varias espécies de Aeromonas disponiveis no GenBank. A partir
desses alinhamentos, as sequéncias dos genes gyrB e rpoD foram concatenadas e
utilizadas para produzir uma tabela de variacdo entre as sequéncias em relacdo ao
numero de substituicbes observadas nas sequéncias de cada cepa.

As distancias entre a cepa isolada e as cepas de A. dhakensis analisadas variou
entre 1,0 e 1,8% e foram consideradas intraespecificas. As cepas de A. hydrophila foram
as que apresentaram menores porcentagens de diferenca (4,7 a 5,6%) comparadas com a
cepa obtida no presente estudo, um resultado que era esperado considerando-se as
similaridades fenotipicas entre as duas espécies. Essas porcentagens foram consideradas
interespecificas e estdo de acordo com os resultados obtidos por outros autores
(MINANA-GALBIS et al., 2009; SOLER et al., 2004) e, dessa forma, confirmaram a
identificacdo da cepa isolada no presente estudo como sendo A. dhakensis, e também
confirmaram a identificacdo incorreta a nivel de espécie do sistema VITEK 2 baseado
em testes bioquimicos.

Esses dados corroboram os resultados observados por outros pesquisadores, que
afirmam que a identificacdo de espécies de Aeromonas realizadas exclusivamente por
métodos bioquimicos ndo é confiavel, uma vez que tendem a identificar muitos isolados
como sendo da espécie A. hydrophila, e causando uma subestimacdo da ocorréncia de
especies menos comuns como A. dhakensis. Dessa forma, o uso de métodos mais
precisos, como 0 sequenciamento de genes housekeeping, € necessario (BEAZ-
HIDALGO et al., 2010; BEAZ-HIDALGO et al., 2013; FIGUERAS et al., 2009;
FIGUERAS; BEAZ-HIDALGO, 2015; MARTINEZ-MURCIA, A. J. et al., 2008;

PEREZ et al., 2015).
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Apesar da pouca variagdo genética observada entre a cepa sul-americana e outras
cepas de A. dhakensis, uma diferenca importante foi observada no alinhamento das
sequéncias do gene rpoD, em uma regido em particular do gene, responsavel pela
traducdo de uma regido de repeticdes curtas em tandem onde os acido aspartico e acido
glutdmico séo codificados de forma alternada. Nessa regido, a cepa sul-americana
apresentou uma insercdo de 6 nucleotideos, codificando um par a mais desses
aminoéacidos, o que ndo foi observado em nenhuma sequéncia de nenhuma outra cepa
de A. dhakensis ou da espécie mais proximamente relacionada, A. hydrophila. Isso
indica uma caracteristica genética particular que diferencia a cepa de A. dhakensis
encontrada no Brasil das outras ja descritas no mundo.

As arvores filogenéticas resultantes mostraram que a cepa sul-americana
agrupou em um clado composto exclusivamente de cepas de A. hydrophila subsp.
dhakensis e A. aquariorum, confirmando pertencer, de fato, a espécie A. dhakensis e
ndo A. hydrophila.

O clado composto por cepas de A. dhakensis se posicionou proximo ao clado
composto por cepas de A. hydrophila, confirmando que essa duas espécies que muitas
vezes sdo equivocadamente identificadas sdo muito similares. Porém, uma clara
separacdo entre as duas espécies foi observada, o que esta de acordo com as filogenias
produzidas por outros autores (BEAZ-HIDALGO et al., 2013; MARTINEZ-MURCIA,
A.etal., 2009; MARTINEZ-MURCIA, A.J.etal, 2011; PEREZ et al., 2015) .

O perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de A. dhakensis obtido no sistema
VITEK 2 revelou a resisténcia a ampicilina, ampicilina/sulbactam, cefoxitina e
meropenem. A resisténcia a ampicilina e a ampicilina/sulbactam é uma caracteristica
que ja era esperada, uma vez que sabe-se que a maioria das espécies do género

Aeromonas possuem resisténcia intrinseca a aminopenicilinas, independente da fonte de
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isolamento (ABBOTT et al., 2003; JANDA; ABBOTT, 2010). A ocorréncia de cepas
de A. dhakensis (ainda referida como A. hydrophila subsp. dhakensis e A. aquariorum)
resistentes a cefoxitina também foi relatada por ESTEVE et al. (2012) e FIGUERAS et
al. (2009), corroborando os dados observados no presente estudo para a cepa sul-
americana.

A resisténcia a meropenem, por outro lado, é algo notavel, ja que a maioria de
Aeromonas spp. sdo sensiveis a antibidticos da classe dos carbapenems (ADLER et al.,
2014; HUANG et al., 2015; LIU, Y. et al., 2013; PEREZ et al., 2015; YUCEL;
ERDOGAN, 2010), e apenas poucas cepas ja foram relatadas como sendo resistentes a
essa classe de antibidticos (CASTELO-BRANCO DDE et al., 2015; FIGUEIRA et al.,
2011). A cepa do presente estudo ndo foi, entretanto, totalmente resistente a
carbapenems, uma vez que a cepa foi sensivel ao imipenem. Mais estudos seriam
necessarios para entender os mecanismos envolvidos em tal diferenca de
susceptibilidade entre dois antibioticos da mesma classe nessa cepa em particular.
Porém, como observado por PRIDGEON; KLESIUS (2011) para Pseudomonas
aeruginosa, isso pode ser devido a mecanismos ndo enzimaticos, incluindo alteracdes
em proteinas da membrana externa das células, como a perda da porina OprD e o
aumento da atividade das bombas de efluxo. Essas alteracbes podem reduzir a
concentracdo de antibiotico dentro do periplasma causando, em parte, 0 surgimento da
resisténcia a alguns carbapenems (MAMMERI et al.,, 2010). Todos 0s outros
antibioticos testados, incluindo cefalosporinas (de segunda, terceira e quarta geragdes),
aminoglicosideos, quinolonas, glicilciclinas e polipeptideos, foram altamente inibitdrios
contra a cepa isolada de A. dhakensis.

A viruléncia de A. dhakensis para P. mesopotamicus foi avaliada atraves do

calculo da dose letal média dos peixes infectados experimentalmente. Nas doses mais
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altas, peixes comecaram a morrer por volta de 8h pds-infeccdo e, apds 48h, nenhuma
mortalidade foi observada. Isso indica que, para 0s peixes susceptiveis a bactéria
(59,33% dos peixes infectados), essa cepa se mostrou altamente virulenta. Entretanto, os
peixes que foram capazes de sobreviver a fase aguda inicial da infeccdo (40,66% dos
peixes infectados) ndo apresentaram nenhum sinal clinico de infec¢do ao longo dos 14
dias de observacdo. Esses dados estdo de acordo com o que foi observado por
PRIDGEON; KLESIUS (2011) em um experimento de desafio com A. hydrophila no
bagre Ictalurus punctatus.

Com um valor de DLsy de 1,1 x 10° UFC/peixe, a cepa sul-americana de A.
dhakensis foi considerada altamente virulenta, de acordo com a escala de viruléncia
descrita por ESTEVE; ALCAIDE (2009), onde cepas podem ser classificadas como
extremamente virulentas (DLso inferior a 10* UFC/peixe), altamente virulentas (DLso
entre 10 e 10° UFC/peixe), moderadamente virulentas (DLsy entre 10° e 10°
UFCl/peixe) e avirulentas (DLso superior a 10® UFC/peixe).

O Unico relato de um experimento de viruléncia para A. dhakensis em peixes
encontrado na literatura pesquisada, foi realizado por ESTEVE et al. (2012), que
observaram valores de DLs de 2,6 x 10° a 3,3 x 10° UFC/peixe em desafios utilizando
enguias (Anguilla anguilla). Em um estudo de DLsy com células neutrofilicas humanas
cultivadas in vitro, A. dhakensis (ainda referida como A. aquariorum) mostrou a maior
citotoxicidade em comparagdo a cepas de A. hydrophila e Aeromonas caviae
(MORINAGA et al., 2013). Em outro estudo, embora um valor de DLsp ndo tenha sido
fornecido, uma cepa de A. dhakensis foi relatada como sendo moderadamente virulenta
para trutas arco-iris (Oncorhyncus mykiss) desafiadas, causando septicemia hemorragica

generalizada (OROZOVA et al., 2009).
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A. dhakensis esta emergindo como uma das espécies mais prevalentes de
Aeromonas patogénicas (FIGUERAS; BEAZ-HIDALGO, 2015), uma vez que possui
distribuicdo global e grande importancia como agente etiologico de septicemia em
peixes, além de ser uma ameaca potencial a humanos. Essa espécie ja foi relatada em
varios ambientes aquaticos e casos clinicos ao redor do mundo, incluindo Europa,
Africa, Asia, Australia e México, com alguns estudos relatando prevaléncias mais altas
que as especies de Aeromonas com ocorréncia mais comum (como A. hydrophila, A.
caviae e Aeromonas veronii bv. sobria) (ARAVENA-ROMAN et al., 2014; CHEN et
al., 2014; FIGUERAS; BEAZ-HIDALGO, 2015; GHENGHESH et al., 2014; HUYS
et al., 2002; JANDA et al., 1994; MARTINEZ-MURCIA, A. J. et al., 2008;
MORINAGA et al., 2013; PEREZ et al., 2015; SOTO-RODRIGUEZ et al., 2013; WU
et al., 2015). O presente estudo é o primeiro relato identificando A. dhakensis como
agente patogénico de septicemia hemorragica aguda em uma espécie de peixe da
América do Sul, fornecendo um importante dado epidemiologico, além de fornecer uma
extensa caracterizacdo fenotipica e molecular dessa que é uma das mais importantes

espécies de Aeromonas.
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5. CAPITULO Il — Caracterizacdo e analise da expressdo dos genes Argl, Arg2 e

INOS de P. mesopotamicus em resposta a infeccéo por A. dhakensis

5.1 INTRODUCAO

Macréfagos fazem parte do sistema imunolégico inato e sdo, geralmente, um dos
primeiros tipos celulares recrutados para combater patdgenos em vertebrados,
orquestrando as respostas imunoldgicas apropriadas. A ativacdo dessas células em
peixes teleGsteos pode ocorrer por duas vias distintas, conhecidas como via cléssica
(macréfagos M1) e via alternativa (macréfagos M2). Essas duas vias de ativacao ja sdo
bem caracterizadas em mamiferos, porém, 0s mecanismos responsaveis por esses
eventos foram elucidados para apenas algumas espécies de peixes. Um fato intrigante é
que, tanto similaridades quanto diferencas em relacdo a mamiferos foram observadas
nesses estudos com outros vertebrados (HODGKINSON; GRAYFER; BELOSEVIC,
2015).

Em peixes teledsteos, a via de ativacdo dos macrdfagos melhor caracterizada € a
via classica. Macr6fagos M1 possuem importante papel na protecdo do hospedeiro
contra patdgenos, que sdo rapidamente destruidos por mecanismos como fagocitose e
producdo de reativos toxicos, como o 6xido nitrico (NO) (NEUMANN; STAFFORD;
BELOSEVIC, 2000), acidificagdo fagolisossomal (RIEGER; HALL; BARREDA,
2010) e restricdo da oferta de nutrientes (GRAYFER; HODGKINSON; BELOSEVIC,
2014). Acredita-se que macrofagos M1 sdo ativados por citocinas pro-inflamatorias
derivadas de linfécitos T heper 1 (Ty1), principalmente interferon gama (INF-v).

A ativacdo de macréfagos M1 pode ser estimulada pelo sistema imunolégico inato
pela acdo de diversos estimulantes, sendo que o que tem efeitos melhor caracterizados é

o lipopolissacarideo (LPS) de bactérias Gram-negativas. Estudos mostram que a
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estimulacdo in vitro de macrdfagos de peixes com LPS leva a um aumento na atividade
de explosdo respiratdria associada a producao de espécies de oxigénio, NO e a secrecao
de citocinas pro-inflamatorias (RIEGER; BARREDA, 2011). Também ja foi
demonstrado que o uso de INF-y recombinante, utilizado isoladamente ou em
combinagdo com LPS, provoca um aumento na expressao de citocinas pro-inflamatorias
e iINOS, aumentando a atividade de exploséo respiratoria e a producdo de NO (ARTS et
al., 2010; YANG etal., 2013).

Uma vez ativados, os macréfagos M1 sdo caracterizados pela capacidade de
destruir patégenos intracelulares, em um estado gerado e mantido por uma série de
citocinas pré-inflamatorias, como o proprio INF-y, bem como TNF-a, IL-1f e IL-6
(GORDON, 2007). A producdo de NO e de espécies reativas de oxigénio € o que
caracteriza o estado de macrofagos M1, fazendo com que o gene da enzima iNOS seja
um excelente marcador para a identificacdo desse tipo de macrofagos em peixes.

Mais recentemente, varios esforcos tem sido feitos para caracterizar o estado de
ativacdo alternativo dos macréfagos em peixes teledsteos. Os macréfagos M2 podem
ser geralmente caracterizados por possuir um fenétipo anti-inflamatorio, que €é ativado
na presenca de citocinas derivadas de linfocitos T heper 2 (Tw2), principalmente 1L-4
e/ou IL-13 (MARTINEZ; HELMING; GORDON, 2009). Tipicamente, esses
macréfagos apresentam elevada atividade da enzima arginase e produzem importantes
proteinas para o processo de cura, incluindo a geracdo de matriz extracelular e
poliaminas (putrescina, espermidina e espermina) importantes para o crescimento e
divisdo celular (WIEGERTJES et al., 2016).

A principal separagéo entre macrofagos ativados pela via classica em relagdo aos
ativados pela via alternativa envolve o metabolismo de L-arginina. Enquanto a enzima

INOS dos macréfagos M1 converte L-arginina em L-citrulina e NO, macrofagos M2
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utilizam a atividade enzimatica da arginase para competir com com a iNOS e converter
0 mesmo substrato em L-ornitina e ureia no ciclo ornitina-ureia (OUC),
contrabalanceando a atividade dos macréfagos M1 (BARKSDALE et al., 2004;
INIESTA etal., 2002; WIEGERTJES et al., 2016).

Apesar de ter como principal fungéo a sintese de ureia pelo OUC, essa enzima nao
é exclusiva de organismos ureotélicos, sendo amplamente observada ao longo de todo o
espectro de organismos vivos (SRIVASTAVA; RATHA, 2013). A maioria dos
vertebrados apresentam uma duplicacdo no gene responsavel pela codificacdo dessa
enzima, dando origem a duas isoformas, sendo uma citosélica denominada de Argl, e
outra mitocondrial, denominada Arg2, amplamente distribuida por varios tipos celulares
e com diferentes niveis de expressdo (JENKINSON; GRODY; CEDERBAUM, 1996).

Em mamiferos, a isoforma Argl que apresenta maior expressdao em macrofagos
M2 gerando uma diminuicdo na oferta de arginina intracelular para a enzima iNOS,
sendo essa a isoforma que contrabalanceia o desenvolvimento de macrofagos M1
(RATH et al., 2014). J& em peixes, JOERINK; SAVELKOUL; WIEGERTJES (2006)
demonstraram em seu estudo com carpa (Cyprinus carpio L.) que, ao contrario do que
ocorre em mamiferos, em peixes, a isoforma Arg2 e ndo Argl que é diferencialmente
regulada e esta provavelmente envolvida na ativacdo de macrofagos M2.

A maneira mais utilizada atualmente para avaliar o balango entre macréfagos M1
e M2 é através de andlises de expressdo dos genes iINOS e arginase (em suas duas
isoformas) representando, respectivamente as vias de ativagdo classica e alternativa
(PELLIZZARI et al.,, 2013; SEVERIN; SOLIMAN; EL-MATBOULI, 2010;
WIEGERTJES et al., 2016). Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo

caracterizar e analisar a expressdo dos genes das enzimas Argl, Ar2 e iNOS de P.
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mesopotamicus infectados experimentalmente pela cepa sul-americana da bactéria A.

dhakensis.
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Caracterizacao molecular dos peixes

Dentre 0s chamados “peixes redondos”, membros da familia Serrasalmidae, as
espéecies pacu (P. mesopotamicus), pirapitinga (Piaractus brachypomus) e tambaqui
(Colossoma macropomum), sdo as que possuem maior representatividade na aquicultura
nacional (MPA, 2013). Essas espécies sdao comumente cruzadas entre si a fim de
produzir hibridos que possuem melhor produtividade, sdo de mais facil manejo, e
muitas vezes sd0 mais vantajosas para os produtores em relacdo as espécies puras
(CALCAGNOTTO et al., 1999; GOMES; SIMOES; ARAUJO-LIMA, 2010;
PINHEIRO et al., 1991). Como ja foi demonstrado por HASHIMOTO et al. (2014),
peixes adquiridos em pisciculturas comerciais nem sempre representam as espécies
pelas quais sdo comercializadas. Portanto, antes do inicio dos experimentos do presente
trabalho, os peixes utilizados foram avaliados molecularmente para garantir que 0s
exemplares adquiridos eram puros da espécie de interesse.

Para isso, além dos exemplares de P. mesopotamicus que seriam utilizados nos
experimentos, exemplares de pirapitinga, tambaqui e do hibrido “tambacu” (gerado a
partir do cruzamento da fémea de C. macropomum e o macho de P. mesopotamicus),
obtidos da mesma piscicultura comercial, foram submetidos a analises moleculares do
gene a-tropomiosina, como descrito por HASHIMOTO et al. (2011), e comparados
entre si a fim de determinar a ocorréncia de hibridizacdo nos peixes do grupo
experimental.

Fragmentos da nadadeira dorsal de 5 exemplares de cada espécie foram coletados

e individualmente submetidos a extracdo de DNA com o Wizard® Genomic DNA
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Purification kit (QIAGEN, USA) seguindo as instrucbes do fabricante. O DNA
purificado foi quantificado no espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) a
260 nm e sua pureza avaliada a partir da razao entre as absorbancias a 260 e 280 nm
(Azs0/A2g0) € amostras com valores proximos a 1,8 foram consideradas puras.

A reagdo em cadeia da polimerase foi realizada com um volume final de 25 pL
contendo 10-50 ng de DNA genbmico, 2,5 uL de 10X DreamTaq Green buffer
(Thermo Scientific), 0,5 uL de de cada uma das dNTPs (0,2 mM) (Invitrogen), 0,5 uL
dos primers TROP F (5° CGGTCAGCCTCTTCAGCAATGTGCTT 3°) e TROP R (5°
GAGTTGGATCGGGCTCAGGAGCG 3') (0,2 uM) (FRIESEN et al., 1999), 0,25 uL
de DreamTaqg Green DNA polimerase (1,25 U) (Thermo Scientific) e dgua ultra pura
(MilliQ).

A amplificacdo foi realizada no termociclador AG 22331 Hamburg Thermocycler
(Eppendorf, Hamburg, Germany) com um programa que consistiu de 35 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, hibridizacao dos primers a 60°C por 30 segundos
e extensdo a 72°C por 10 segundos precedidos por desnaturacdo inicial de 95°C por 3
minutos e sucedidos por uma extensao final a 72°C por 3 minutos.

Os fragmentos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,5% em tampdo Tris-Acetato-EDTA (TAE) e o tamanho das bandas foi comparado
com o padrdo 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, EUA). Os amplicons foram
purificados com o QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) e sequenciados utilizando-
se o BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) no
sequenciador ABI 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems, CA, EUA) utilizando-se
0s mesmos primers usados nas reac6es de amplificacao.

As sequéncias foram visualizadas, montadas e editadas com o programa BioEdit

7.1.3.0 (HALL, 1999). Para cada sequéncia, uma busca através da ferramenta
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nucleotide-nucleotide BLAST (blastn) foi realizada no website do National Center for

Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para confirmar que os genes

foram corretamente amplificados e sequenciados.

As sequéncias parciais do gene a-tropomiosina obtidas para cada grupo foram
alinhadas e comparadas entre si e com as sequéncias das espécies puras obtidas por
HASHIMOTO et al. (2011) a partir de peixes do estoque do Centro Nacional de
Pesquisa e Conservacdo de Peixes Continentais do Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade (CEPTA/ICMbio) (nimeros de acesso do GenBank

HQ420878 a HQ420892).

5.2.2 Infeccdo experimental

100 alevinos de P. mesopotamicus oriundos de um unica desova, pesando de 30 a
45 g foram obtidos de uma piscicultura comercial do estado de Sado Paulo e mantidos
em 10 aquarios de 60 L de &gua da torneira desclorada com aeracdo constantes na
densidade de 10 peixes por aquério. A cada dois dias, metade da agua dos aquarios foi
sifonada para remocdo de restos de matéria fecal e substituida por agua da torneira
desclorada. Os peixes foram alimentados duas vezes por dia com ra¢do comercial para
alevinos. Apo6s um periodo de aclimatacdo de duas semanas 0s peixes foram submetidos
a infeccdo experimental com a cepa isolada de A. dhakensis. 48 horas antes da infeccéo
experimental a alimentacdo dos peixes foi interrompida e foi evitado qualquer tipo de
manejo que pudesse provocar estresse nos animais.

Para a infeccdo, a cepa de A. dhakensis isolada foi cultivada por 24h a 30°C em
meio TSB+ampicilina até que atingisse uma DO de 0,8 medida a 600 nm no

espectrofotobmetro Hitachi 2810U, o que representava uma concentracdo de
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aproximadamente 3,4 x 10® UFC/mL. Essa cultura foi diluida de forma que os peixes
foram infectados com uma dose de 4,4 x 10* UFC/peixe, 0 que representou a DLa.
Dessa forma, 50 peixes, sendo 10 por aquério, foram infectados com 4,4 x 10* UFC
diluidos em 0,1 mL de solucdo salina de NaCl a 0,9% estéril injetados
intraperitonealmente. Qutros 50 peixes foram tratados da mesma forma, porém,
inoculados com 0,1 mL apenas de solucdo salina, constituindo o grupo controle.

Logo apos a infeccdo, no tempo 0, dois peixes de cada um dos 5 aquarios
infectados, e dois peixes de cada um dos 5 aquarios controle foram eutanasiados por
overdose de benzocaina. Fragmentos de figado, baco e rim anterior de cada peixe foram
coletados assepticamente e congelados imediatamente em nitrogénio liquido. Essa
coleta foi realizada da mesma maneira nos periodos de 12 h, 24 h e 48 h pds-infec¢éo.
Durante o periodo experimental, 5 peixes do grupo infectado morreram apés a infeccéo,
diminuindo o numero amostral para 45 animais. Desses, 40 (8 peixes para cada periodo
pos-infeccdo) foram submetidos a extracdo de RNA e sintese de cDNA. Para o grupo
controle, o nimero de peixes em que foi realizada a extracdo de RNA e sintese de
cDNA foi 0 mesmo. Todo o material coletado foi mantido a -80°C até a realizacdo da

extracdo de RNA.

5.2.3 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA total das amostras foi extraido utilizando-se 0 método com TRIzol®
Reagent (Invitrogen) seguindo as instrugdes do fabricante.

O RNA extraido foi quantificado no espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo

Scientific) através da leitura de absorbancia a 260 nm, e sua pureza foi determinada
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calculando-se a razdo das absorbancias medidas a 260 e 280 nm (razdo 260/280).
Razbes 260/280 proximas de 2,0 foram consideradas com grau de pureza aceitavel.

Para verificar a integridade dos RNAs, uma eletroforese em gel de agarose a 1,0%
em tampdo TAE foi realizada a fim de verificar a ocorréncia de duas bandas claras e
bem definidas que representam as subunidades 18S e 28S do rRNA, indicando que 0s
MRNASs ndo estavam degradados.

Antes da transcricdo reversa, a fim de diminuir a influéncia de uma possivel
contaminagdo por DNA gendmico (gDNA) nas reagdes de gPCR, 1,0 ug do RNA de
cada amostra foi tratada com a enzima RQ1 RNase-Free DNase (Promega) seguindo as
instrucdes do fabricante.

Para a sintese do cDNA, o RNA tratado com DNase foi submetido a reacdo de
transcricao reversa utilizando-se o kit High Capacity (Applied Biosystems) seguindo as

instrucdes do fabricante.

5.2.4 Caracterizacdo dos genes Arg-1, Arg-2 e iNOS de P. mesopotamicus

Como ndo existia na literatura a caracterizacdo dos genes em estudo de P.
mesopotamicus, os primers utilizados para amplificacdo inicial foram obtidos a partir de
regides conservadas das sequéncias de varias outras espécies de peixes disponiveis no
GenBank. Para o0 gene Argl, as sequéncias foram alinhadas pelo programa ClustalW e
os primers foram desenhados em regides aparentemente conservadas do gene. Para o
gene Arg2, os primers descritos por JOERINK et al. (2006) amplificaram com sucesso
esse gene em P. mesopotamicus. Para o gene iNOS, nenhum par de primers descritos na
literatura ou mesmo primers desenhados a partir de regiGes aparentemente conservadas

em outras espécies de peixe, produziram o fragmento esperado nas reacdes de PCR.
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Para obter a sequéncia desse gene, foi feita uma parceria com o pesquisador Dr.
Alexandre Rodrigues Caetano da EMBRAPA de Brasilia que atualmente esta
trabalhando na montagem do genoma completo do tambaqui (C. macropomum).
Embora a montagem final do genoma ainda ndo esteja concluida, o Dr. Caetano foi
capaz de buscar em seu banco de dados o fragmento genémico do gene iNOS, que foi
editada para a remocao dos introns utilizando-se o programa GenomeScan (YEH; LIM;
BURGE, 2001) para se obter a sequéncia prevista do mRNA de iNOS de C.
macropomum. Como 0s peixes P. mesopotamicus e C. macropomum sao
filogeneticamente muito proximos, os primers desenhados a partir da sequéncia de
tambaqui amplificaram com sucesso a regido desejada em pacu.

As reacbes de PCR foram realizadas no termociclador AG 22331 Hamburg
Thermocycler (Eppendorf, Hamburg, Germany) e constituiram de 10-50 ng de cDNA,
2,5 uL de 10X DreamTaq Green Buffer (Thermo Scientific, EUA), 0,5 uL de dNTPs
(0,2 mM), 0,5 uL de cada primer (0,2 uM), 0,25 uL de DreamTaq DNA Polymerase
(ThermoScientific, EUA) e &gua ultrapura para um volume final de 25 uL. O programa
da PCR consistiu de 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, hibridizacédo
dos primers a 55°C por 60 segundos e extensdo a 72°C a 60 segundos, precedidos por
um passo de desnaturacdo inicial a 95°C por 3 minutos e sucedidos por uma extensao
terminal a 72°C por 3 minutos.

Os fragmentos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,5% em tampdo Tris-Acetato-EDTA (TAE) e o tamanho das bandas foi comparado
com o padrdo 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, EUA). Os amplicons foram
purificados com o QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) e sequenciados utilizando-
se o BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) no

sequenciador ABI 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems, CA, EUA) com os
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mesmos pares de primers utilizados na amplificacdo. Os detalhes e sequéncias dos
primers utilizados nas reacfes de PCR e sequenciamento estdo sumarizados na Tabela
6.

As sequéncias foram visualizadas, montadas e editadas com o programa BioEdit
7.1.3.0 (HALL, 1999). Para cada sequéncia, uma busca através da ferramenta
nucleotide-nucleotide BLAST (blastn) foi realizada no website do National Center for

Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para confirmar que os genes

foram corretamente amplificados e sequenciados.

As sequéncias parciais dos genes Argl, Arg2 e iNOS foram traduzidas para
sequéncias de aminoacidos utilizando-se o programa BioEdit e entdo alinhadas com as
sequéncias de outras espécies de peixes e com a sequéncia de humanos utilizando-se o
programa ClustalW para verificar a existéncia de dominios conservados e regides

caracteristicas das enzimas.
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Tabela 6. Primers utilizados para amplificacdo inicial, sequenciamento e anélise da

expressédo dos genes Argl, Arg2 e iINOS de P. mesopotamicus.

Gene Primers Sequéncia 5°-3 Tamanho Referéncia
do produto
ArglF1” TGATGCTGGGAGGAGAYCACAG 559 pb Presente estudo
Argl ArglRl*i CTTHGGGTTCACDTCSACCATGTC Presente estudo
ArglF2 GTTTAGCAATCGGCTCAATCCAC 145 pb Presente estudo
ArglR2"™ GTGGATGAGGTAAGACATGGGC Presente estudo
Arginase2fwl” GGAGCTCCGTTTTCCAAAGGA 521 pb (JOERINK et al., 2006)
Ag2 Arginase2£yl* TGGATCCACATCTCTAAGACCAATG (JOERINK et al., 2006)
Arg2F2 CTTGGCCATTGGCTCAGTGGAA 144 pb Presente estudo
Arg2R2” TTTGAGCATGAATGCCACGGCT Presente estudo
iNOSF1" TTGATGCACGCAAATGCAAAAC 557 pb Presente estudo
iNOS _iNOSRl*i TCGACCAACTTTCTCCAGGATG Presente estudo
iNOSF2 TGGCTATCAGATGGAAGATGGC 102 pb Presente estudo
iNOSR2™ AAGAGGCCATACTTTGGTGTCC Presente estudo
185 188F: CCTGCGGCTTAATTTGACTC 45 pb (BRESSAN et al., 2011)
18SR CTGTCAATCCTGTCCGTGTC (BRESSAN et al., 2011)
Bact BactF: TCACAGAGGCTCCCCTGAAC 64 pb (GUTIERREZ DE
BactR CTCAAACATGATCTGGGTCATCT PAULA etal., 2014)

“Primers utilizados para amplificacdo e sequenciamento
Primers utilizados para g°PCR
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5.2.5 Analise da expressao dos genes Argl, Arg2 e iNOS de P. mesopotamicus

Para as andlises de expressdo, foram utilizados os cDNAs de 5 peixes de cada
grupo (infectado e controle) em cada um dos 5 periodos pos-infeccéo (0, 12, 24 e 48 h).

A determinacdo dos niveis de expressdao dos genes Argl, Arg2 e iNOS em P.
mesopotamicus foi realizada pela técnica de PCR em tempo real (PCR quantitativo)
(gPCR). Para isso foram desenhados primers especificos para cada gene baseados nas
sequéncias parciais obtidas.

Os genes Argl e Arg2 sao genes responsaveis por codificar isoformas da mesma
enzima e que possuem sequéncias de DNA com grande semelhanca entre si. Dessa
forma, os primers para qPCR foram desenhados em regifes especificas de cada
isoforma, a fim de se evitar amplificacdes inespecificas.

Como genes de controle enddgeno para as analises de expressao relativa, foram
utilizados os genes constitutivos 18S rRNA e B-actina (Tabela 7). Para o 18S rRNA
foram utilizados primers universais para eucariotos, ¢ para [3-actina foram utilizados os
primers ja descritos para P. mesopotamicus por GUTIERREZ DE PAULA et al. (2014).

Cada par de primers foi padronizado a fim de determinar sua concentracdo
garantindo sua maxima eficiéncia e para evitar a formacdo de estruturas secundarias
(dimeros) que pudessem interferir nas reacdes. A eficiéncia dos pares de primers, tanto
dos genes alvos quanto dos controles enddgenos, foi calculada a partir de curva padrdo
realizada com 6 diluicdes seriadas de 1:2 de cDNA seguindo a férmula E=1001oP®),
Todos os primers utilizados nesse estudo apresentaram eficiéncias entre 98 e 102% e
foram consideradas como 100% nas analises de expresséo relativa.

As reacOes de qPCR foram realizadas em duplicata com um volume final de 10

pL contendo 5 pL. de SYBR® Select Master Mix (Applied Biosystems), 50-100 nM de
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cada primer (50 nM para Argl e 100 nM para os demais), 20 ng de cDNA e agua
ultrapura para completar o volume final de 10 pL. Foi utilizado o modo de ciclagem
Fast, que consistiu de 2 minutos a 50°C para ativacdo da enzima uracil-DNA
glycosylase (UDG), 2 minutos a 95°C de desnaturacdo inicial e ativacdo da DNA
polimerase, seguidos por 40 ciclos de 95°C por 1 segundo e 60°C por 30 segundos, no
equipamento QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Para
verificar a presenca de produtos inespecificos ou possiveis contaminacdes, reacoes
controle sem cDNA foram realizadas em cada anélise de gPCR.

Imediatamente ap6s cada etapa de amplificacdo, foi realizada uma curva de
dissociacdo dos produtos obtidos para verificar a ocorréncia de ligacao inespecifica ou
dimeros dos primers, utilizando uma taxa de elevacdo de temperatura de 0,5°C/30s entre
55-95°C. Os dados relativos aos ciclos em que as amostras alcancaram o threshold (Ct)
foram coletados no passo de hibridizacdo/extensao.

Para garantir que o desenho dos primers foi feito corretamente e que ndo havia
amplificacdo inespecifica, uma reacdo teste foi realizada onde os primers forward de
cada isoforma foram combinados com os reverse da outra isoforma. A auséncia de
amplificacdo indicou que os primers desenhados eram, de fato, especifico para cada
gene. Além disso, o produto dos qPCRs dos 3 genes em estudo foram sequenciados
seguindo o mesmo protocolo descrito acima e comparados com as sequéncias iniciais
para confirmar a especificidade das amplificacbes. A Figura 7 mostra que as
amplificacdes dos genes Argl e Arg2 produziram fragmentos apenas das isoformas para

qual os primers foram desenhados, sem a ocorréncia de amplifica¢éo inespecifica.
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Argl
Argl gPCR
Arg2
ArgZ gPCR

GTGGTGTGGEGTGEACGCCCATGCAGRECATCARCE
AGCGETGGETETGGETGGRACGCCCATGCAGRCET
EGCAGTGTCCAGACCTITGTCTGATTTGEETTGACGCCCATGCAGECAT
TGEGEGETIGACGCCCATGCAGACATCALCACCCCACTGACCTCACCEGTCTGGARLACCTCCAYGGCCARGCOGTGE

ACACCCCTGRCCAGCCCGACTGGCARCATCCATGGGCAGCCCATGTCTTA

Figura 7. Comparacdo das sequéncias obtidas a partir das amplificacbes com o0s
primers desenhados para gPCR em relacdo as sequéncias iniciais de Argl e Arg2, onde
pode-se verificar que as amplificacbes sdo especificas para cada isoforma.

Os dados dos ciclos no qual as reacgdes atingiram o limiar da fase exponencial ou
Threshold Cycle (Ct) nas rea¢es de gPCR dos genes alvo (Argl, Arg2 e iNOS) foram
normalizados (ACt) pela média geométrica dos Cts dos genes de referéncia endégenos
(18S rRNA e pB-actina). Os dados normalizados foram utilizados para calcular a

expressdo relativa pelo algoritmo 2",

5.2.6 Andlise estatistica

As andlises foram realizada a fim de se comparar os perfis de expressdo dos genes
Argl, Arg2 e iNOS em cada 6rgao, obtidos nos grupo infectado em relagcdo ao grupo
controle em cada um dos periodos pos-infeccdo de forma isolada. O efeito do tempo
dentro de cada grupo néo foi considerado, uma vez que ja foi demonstrado que mesmo
lesGes assépticas, como a injecdo de solucdo salina estéril realizada no grupo controle,
pode ocasionar o recrutamento de macréfagos e expressdo de citocinas pré-
inflamatorias como TNF-a, IL-1p ¢ IL-6 (NGUYEN-CHI et al., 2015), o que poderia
interferir na expressao dos genes em analise no presente trabalho.

As variaveis quantitativas dos experimentos de expressdo génica foram analisadas
utilizando-se o programa SAS® University Edition. Os dados foram submetidas &
analise de normalidade dos residuos pelo teste de Kolmogorov-Smirnov (PROC

UNIVARIATAE). As variaveis que ndo atenderam as premissas de normalidade foram
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submetidas a transformacdo logaritmica (LOG[X+1]). Os dados originais ou
transformados, quando este procedimento foi necessario, foram submetidos a Analise de
Variancia (ANOVA). No caso de ocorréncia de interacGes entre os grupos infectados e
controle com o tempo, a analise foi segmentada usando-se o comando SLICE gerado
pelo procedimento GLM (PROC GLM do SAS) e, posteriormente as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey. Em todas as analises estatisticas o nivel de

significancia considerado foi de 5% (p < 0,05).
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5.3 RESULTADOS
5.3.1 Caracterizacdo molecular dos peixes

As andlises de amplificagdo e sequenciamento do gene a-tropomiosina das
amostras dos 5 exemplares de pacu produziram sequéncias idénticas, o que também
ocorreu com o0s 5 exemplares examinados de tambaqui e de pirapitinga, demonstrando
que os grupos analisados eram homogéneos, 0 que era esperado, considerado que 0s
animais eram todos provenientes de uma Unica desova. Os exemplares de pacu
produziram sequéncias de 252 pb, os de tambaqui geraram sequéncias de 242 pb, e os
de pirapitinga 253 pb. Essas diferencas sdo explicadas pela ocorréncia de indel (insercédo
ou delecdo) na posicdo 88 das sequéncias de nucleotideos, onde as amostras de
pirapitinga possuem o nucleotideo adenina (A), que ndo foi observado nas amostras de
pacu e tambaqui. Na posicdo 96, as amostras de pacu e pirapitinga possuiam a
sequéncia GGCATAAAGT, ausente nas amostras de tambaqui (Figura 8). Todas as
sequéncias obtidas para as 3 espécies foram idénticas as sequéncias existentes no banco
de dados do GenBank para esse gene. Cddigos de acesso HQ420878 para pacu,

AY817218 para tambaqui e HQ420883 para pirapitinga.

LITTTTTTIT T T O | TT O TR TR TR TR | TAAT | TAAT | VAT VAT [ TUOY [ VU VRN VUL VTUT [ VUUOL|Y

. 30 &0 70 B8O S0 100 110 120 130
Pacu GCTGCT A TG EGAGTRAGAGG TG T TAT TG TG TALAGATTTGTACTG TATGTGTGGCATAALAGTCALATGAGTTCTGTTTCTCATRACCET
Pirapitinga G GC T GATGAGAG TG AGAGG TG TG T AT TG TG T AR LGATTTGTACTGATTTGTGTGGCATARAGTCARATGAGTTCTGTTTCTCATACCET
Tambagqui

GCTGCTGRTGRGAGTGRGAGGTGTGTATIGTATRRAGATTTGTACTGE TATETGET CARRATGRGTTCTGTTTCTCATRCCGT

Figura 8. Comparagdo das sequéncias do gene a-tropomiosina de pacu, pirapitinga e

tambaqui mostrando a ocorréncia de indels nas posic¢des 88 e 96.
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Os sequenciamentos das amostras de tambacu somente puderam ser analisados de
maneira apropriada em uma regido muito curta. Como os individuos hibridos possuem
um alelo de pacu e outro de tambaqui para esse gene, quando a reacdo de
sequenciamento atinge a posi¢cao em que existe um indel, ocorre sobreposicao de bases
ndo homologas a partir desse ponto, gerando 2 picos sobrepostos no eletroferograma do
sequenciamento. Embora esse fato impossibilite a analise completa das sequéncias, ele
confirma que os exemplares analisados, constituiam uma espécie hibrida. Por se
tratarem de peixes heterozigotos para esse gene, na regido que pode ser comparada, foi
observada a sobreposicdo de picos no eletroferograma nas posicdes em que as espécies
puras possuiam nucleotideos diferentes (Figura 9).

Os resultados obtidos nessas analises confirmam que os peixes utilizados no

presente trabalho eram, de fato, puros e da espécie P. mesopotamicus.
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Tambaqui a

000000000000 0000R00A0AARERODRRARONODO000R00R0Q000Q00EDeeRD

U

184 182 184 186 188 1650 193 164 166 1658 200
e
G T

204 206 208 210 212 214 216 e 220 222 224 226 228 230 232 234 2% 2
TIGEGGEGGECCETGAGCHA A

ccececeACACACCT ¢ A?TCATGCTTGGAGGAGALC

Tambacu

1100000000 900(,19000000000000009 900090000, p000000000009099000

"

alla

ClY]GGGGCCGTGAGTC|R|IG G

184 186 188 150 152 184 1iid 158
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GGAGCCGGGACACACCT YATCATGCTTGGAGGAGAC

=3 =

Figura 9. Comparacao dos eletroferogramas obtidos no sequenciamento do gene a-
tropomiosina de pacu, tambaqui e do hibrido tambacu onde pode-se observar os locais
de substituicdo de nucleotideos entre as espécies puras e a presenca de dois picos no
sequenciamento da espécie hibrida, indicando a ocorréncia de heterozigose.
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5.3.2 Caracterizacao dos genes Argl, Arg2 E iINOS de P. mesopotamicus

As analises de amplificacdo e sequenciamento dos genes Argl, Arg2 e iNOS
produziram sequéncias parciais com 471 pb, 488 pb e 513 pb respectivamente. Na
comparagdo com outras sequéncias depositadas no GenBank através da busca BLAST,
todas demonstraram alta similaridade com outras espécies de peixes. Essas sequéncias
de nucleotideos foram traduzidas e produziram sequéncias de 158 aa para Argl, 162 aa
para Arg2 e 170 aa para iNOS.

As sequéncias de nucleotideos das duas isoformas de arginase foram comparadas
entre si em 177 pb em que as sequéncias se encontraram, com diferencas em 55 pb, o
que representou 31,1% de variacdo. As sequéncias de aminoacidos foram comparadas
em 59 aa, mostrando 23 aa de diferenca entre as isoformas, o que representou uma
variacdo de 39%.

Na comparacdo com outras espécies, as sequéncias de aminoacidos das enzimas
Argl e Arg2 mostraram regiGes conservadas que representaram regides caracteristicas
da familia arginase, além dos residuos de ligacdo dos dois fons de manganés (Mn?*A e
B) e de ligacdo com L-arginina (Figuras 10 e 11). Em relacdo as arginases humanas, a
sequéncia parcial da isoforma Argl de P. mesopotamicus mostrou uma similaridade de
72,2% entre os aminoacidos comparados, e a isoforma Arg2 mostrou uma similaridade
de 60,5%.

A sequéncia de aminoacidos obtida para a enzima iNOS mostrou alta similaridade
com as sequéncias de outras espécies comparadas, incluindo uma similaridade de 78,2%
com a proteina de humanos. Porém, ndo foi grande o suficiente para se observar

nenhum residuo conservado caracteristico da enzima (Figura 12).

71



HEoOW |- B I L - = HEOoOW =< e I L e

HEOoOW

.mesopotamicus_Argl
.carpio_Argl CAT38845
.rerio_Argl NPO01038662
lucius_Argl XPO10863350
.Bapiens_Argl NP001231367

.mesopotamicus_Argl
.carpio_Argl CAI38845
.rerio_Argl NPO01038662
lucius_Argl XPO10863350
.sapiens_Argl NP001231367

.mesopotamicus_Argl
.carpio_Argl CAI38845
.rerio_Argl NPO01038662
.lucius_Argl XPO10863350
.sapiens_Argl NP001231367

.mesopotamicus Argl
.carpio Argl CAI38845
.rerio Argl NPO01038662
.lucius_Argl XP010863350
.sapiens Argl WNPO01231367

.mesopotamicus_Argl
.carpio_Argl CAT38845
.rerio_Argl NPO01038662
lucius_Argl XP0O10863350
.Bapiens_Argl NP001231367

.mesopotamicus_Argl
.carpio_Argl CAI38845
.rerio_Argl NPO01038662
lucius_Argl XPO10863350
.Bapiens_Argl NP001231367

MTVMRSFSGLRAAFHIFTRDLHHH-ECVGITGAPFSKGQORDGVORGPDLIRAAGL VKL
MMEMESLSGSRAALHIFRRHELHHQRY SWGITGAPFSKGQORKDGVOEGADLIRAAGLVOEL
MVIMESSRGLOIAFGIYRR---5H-ESVGIIGAPFSKGOPRDGVERGPDLIRAAGLVEEKL
-------------------- MSARKSRTIGIIGAPFSKGOPRGGVEEGPTVLRRAGLLEKL

K== mmmm GCVVEDYGNLTFEDIFNDEP IGRLETPRAVGRANELLAGAVOEIESDGH
K== mmmm GCVVEDYGNVIFENLFNDESIGRLETPRAVGRANELLSGAVOQEIESDGH
EAQ=———————e GCAVEDYGNLTFEEVANDEPVGRVERPRAVGSANERLSAAVHAVESDGH

o ——————— === INTPLTSPTGHNIHGQPMSYLIHEL

SLATIGSISGHAASRHELSWL INTPLTTPTGNIHGQPLSYLIHEL
SLATIGSISGHAAYRHELSWL INTPLTTPTGNIHGQPMSYLIHEL
SLATGSILGHAASKAELS INTPLTSPTGNIHGQPMSYLIHEL
SLATGSISGHARVHPDLG INTPLTTTSGHNLEGQPVSFLLEEL

ek kAR Mk h Ak rh A MAA N s R ek kA

HTKIPVLPDFSWIKPCIAAKDIVY IGLEDVDPGEEY ILKELGIKAFSMTEVDRLGIAKVM
HEKIPIIPNFSWLEPCVAAKDIVY IGLEDVDPFEEEY ILKELGIKTFSMTEVDRLGIAKVM
HEKMPELPNFSWLEPC IAAQDVVY IGLEDVDPEEEY ILEYLGIKTF SMTEVDRLGIAKVM
OSKIPVLPNFSWIKPCVSAKDIVY IGLEDVDPEEHY ILKESLEGIKAF SMSEVDRLGIAKVM
KCGKIPDVPGFSWVTPCISAKDIVY IGLEDVDPGEHY ILKTLEGIKYFSMTEVDRLGIGEVM

3 ki sk hkh: hkzsRakihEhdwhEoAAh EAAANE AhhE kA A AAAERAE R

+

EQTCDHIFSEVEEPIELS DALDPSVAPATGTPVVGELTYREGVYITEHICQTGLLSA
EQTCDEMFSEVEEFPIEL DALDPSVSPATGTPVAGCLTYREGIYITENICQTGLLSA
EQTCDEMFSEVEEFPIEL DALDPSVSPATGTPVAGCLTYREGIYITEHICQTGLLSA
EQTGDYIFSKEVEEPIELS DALDPSITPATGTPVVGELTYREGIYITETICQTGLLSA
EETLSYLLGRKFRFIHL DPSFTPATGTPVVGGLTYREGLYITEEIYKTGLLSG

Fak rrs b KrEAEANIMAANEREN s AEANEAE AR AAFAETX S UXTETA N

sEEEEE

VDM = e e e e e e e e e e e e e e e ———— 158
VEMVEVNPROGETEDEIESTVHAAVDLLLGCFGRVREGSHEPDYQIPHE - 340
VDMVEVNPELGRTADE IKSTVNAAVDLLLGCFGRIREGSHDFDYEMPHP - 341
VDLVEVNPERGRTEDEISSTVSAAVDLIQGCFGELREGHHSSDYEMPLEP - 337
LDIMEVNPELGETPEEVIRTVNTAVAITLACFGLAREGHNHEFIDYLNFPK 330

S F

Figura 10. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos do gene Argl de P.

mesopotamicus em comparacdo com as espécies de peixes Cyprinus carpio, Danio rerio
e Esox lucius, e com a sequéncia de humanos. Residuos idénticos (*) e similares (: ou .)
sdo mostrados em relacdo a sequéncia de P. mesopotamicus, tracos indicam a
ocorréncia de gaps. Sequéncias especificas da familia Arginase sdo indicados em cinza
claro; histidina, acidos aspartico e glicina envolvidos na ligacdo dos dois atomos de
manganés sdo: Mn?*A (+), Mn*'B (¥) ou ambos Mn**A e B (1) e histidina e acido
glutdmico envolvidos na ligacéo de L-arginina (IT) sdo indicadas. NUmero de acesso das

sequéncias utilizadas estdo indicados na frente dos nomes.
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.mesopotamicus Arg2
.carpio_Arg2 CAFD2014
.rerio_Arg2 NP955905
lucius_Arg2 XKPO10877736
.Bapiens_Arg2 NPOO1163

.mesopotamicus_Arg2
.carpio_Arg2 CAFDZ2014
.rerio Arg2 NP955905
lucius Arg2 XPO10877736
.sapiens Arg2 NF001163

.mesopotamicus_Arg2
.carpio_Arg2 CAFD2014
rerio_Arg2 NP955905
lucius_Arg2 XPO108&77736
.sapiens_Arg? NPOO1163

.mesopotamicus Argl
.carpio_Arg2 CAFD2014
rerio_Arg2 NP955905
lucius_Arg2 XKPO10877736
.Bapiens_Arg2 NPOOL1163

.mesopotamicus_Arg2
.carpio Arg2 CAFDZ2014
.rerio Arg2 NP955905
.lucius_Arg2 XPO10877736
.Bapiens_Arg2 WNPOO1163

mesopotamicus_Arg2
.carpio_Arg2 CAFD2014
.rerio_Arg2 NP955905
.lucius_Arg2 XPO10877736
.sapiens Arg? NPOO1163

---------------------------------- KGOFRRGVEYGPEATIRDAGLVERLTH
MATRGPLSRLLESTMSSCOONRSOSVAILGAPFSKGOFRRGVEHGPEATRDAGLVERLSN
MAMRGPLSRLLESTLTSCOONRSHEVAILGAPFSKGOFRRGVEHGPEATRDAGLVERLSN
MALRGTLSRELLRTQF STTCONRTHSVAVLGAPFSKGORRRGVEHGPEAIRDAGLIERLSN
MSLRGSLERLLOTRVES ILEKSVHEVAVIGAPFSQGOFREGVEHGPART REAGLMERLSS

ERXAX EXXK XX AATsHNTS sHN 5

LEFFVHDFGDLSFQHLEKDDHFMHV-PFPRTVGRATQLVSGAVS GAVGAGHET S IMLGGED
LDYAVHDFGDLAFKHLEKDEHFMHV=PFPRTVGRANQLLSGAVS GAVGAGHETC IMLGGED
LDYFVHDFGDLTFRKHLEKDEHFMHV=PFFRTVGRANQLLSGAVS GAVGAGHTC IMLGGED
LOYFVHDFGDLSFONLDKDEPYMOV=PFPRSVGRANKLLSEAVGSAVASGETTVMLGED
LGCHLEDFGDLSFTEVEFRDDLYNNL IVNFRSVGLANQELAEVVSRAVEDGY SCVTLGGED

* sawkwE kR s kks s s wEphkk K s g8 ok kk ks z kkEE
i + O I

SLAIGSVEGHAQQCFDLCL INTPLTSPSG GOAVAFMLEELODEMPDVPG

SLAIGSVEGHAQQCPDLCL INTPLTSPSG GOEVAFLLEDLONEMPEVPG

SLAIGSVEGHSQQCPDLCL INTPLTSPSG GOSVAFLLEDLONEMPEVEG

SLAIGSVEGHARQCPDLCL INTPLTSPSG GOSVAFMLEELONEMPELPG

SLAIGTISGHARHCPDLC INTPLTTSSG GOPVSFLLERELQDEVEQLPG

*****l ¥ ‘*t rrshEAh N E R PR T 1 rhkEA Ay KENABWAE K ikrhrihErEihk rEE
FSWMEPFLESARDLVY TN m e o
FSWMEPFLSARDLVY IGLEDVDPGEETI ILKTLGIQYFSMRDIDRMGIQRVMEVTLDHLLA
FSWMEPFLSARDLVY IGLRDVDPGEEVFLETLGIQYF SMRDIDRMGIQRVMEVTLDHLLA
FSWVEPFLSAKDLVY IGLRDVDPGEYDILRELGIQCFTMRDIDRLGIQRVMEVILDHLLS
FEWIKPCISSASIVYIGLRDVDPPEEFILENYDIQYFEMRDIDRLGIQEVMERTFDLLIG

LA LS L T

9 + il

REKQRPIELSF DFSLAPATGTPVNGGLT YREGIYVTEEIHNTGLLSVMD PT
REQRPIELSF DFSLAPATGTPVNGGLTYREGIYITEEIHNTGLLSVMD PT
REQRFPIHLSF SLAPATGTPVHGGELTYREGIWI TEEIHNTGLLSVMDL PV
KRQRPIHLSF DPTLAPATGTPVVGGELTYREGMY IAEETHNTGLLSALDL PQ

------------------------------------------------------ 163
LGATPEAVEATTSLAVDVISSALGOTREGAHIAFPEIPEPKEDTELRL-===== 347
LGARPEAVEATTSLAVDIVASALGOTREGAHVSFPEITEPKEDTELRL-—==== 347
LGASREAVEVTASLAVDITASSLGOSREOGGPIAQTOTLED=DTEQLRL====== 346
LATSEEEAKTTANLAVDVIASSFGOTREGGHIVYDOLPTPSSPFDESENQARVRL 354

Figura 11. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos do gene Arg2 de

P.

mesopotamicus em comparagdo com as espécies de peixes Cyprinus carpio, Danio rerio

e Esox lucius, e com a sequéncia de humanos. Residuos idénticos (*) e similares (: ou .)

sdo mostrados em relacdo

by A

a sequéncia de P. mesopotamicus, tracos indicam a

ocorréncia de gaps. Sequéncias especificas da familia Arginase sdo indicados em cinza

claro; histidina, acidos aspartico e glicina envolvidos na ligacdo dos dois atomos de
manganés sdo: Mn?*A (+), Mn*'B (¥) ou ambos Mn**A e B () e histidina e acido

glutdmico envolvidos na ligacéo de L-arginina (IT) sdo indicadas. NUmero de acesso das

sequéncias utilizadas estdo indicados na frente dos nomes.
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P.mesopotamicus iMOS
C.carpic iNOS CRAB&0197
D.reric_iNOS_XPO0%289930
O.mykiss_iNOS NPO01117B31
H.sapiens iK0OS AABG0366

P.mesopotamicus iMOS
C.carplo iNOS CAB&0O197
D.reric_iNOS XPO0%9289930
O.mykiss_iNOS NPO0O1117B31
H.sapiens_iK0OS_AAB60366

P.mesopotamicus_iMOS
C.carpioc_iNOS_CABG&0197
D.reric_iMOS_XP009289930
O.mykiss_iNOS_NPO01117B31
H.sapiens_iN0OS_RAB60366

P.mesopotamicus_iNOS
C.carpioc_iNOS_CAB&0197
D.reric_iNOS_XP0O09289930
O.mykiss_iNOS NPO01117B31
H.sapiens_iN0OS_RAB60366

LEEVTEEIEATGSYRLTTKELEFGAEQAWRNAPRCIGRIOQWANLOLFDARKCRTAEDMEFQ
VEEVAME IDATGSYQLTTKELEFGAKQAWRNAPRCIGRIOWANLOLFDARKCOTAEDMEQ
LEEITMEIDSTGTYQLTVEELAFGAROAWRNAPRCIGRIOWSNLOLFDARKCETTOEME'Q
VEAVIKEIETTGTYQLTGDEL IFATKOAWRNAPRCIGRIOWSNLOVFDARSCSTAREMIE

fLakEy
FLCSHIKFATRGGNLRSAITVFPORTDGEHDFRVWESOLIRYAGYQMEDGSVIGDEANVE
MLCDHIQFATNGGNVRSAITVFPORTDGQHDFRVWNSQLIRYAGYEMTDGTIIGDEASVD
MLCDHIQFATNGGNLRSAITVFPORADGOHDFRVWNSQLIRYAGYEMIDGTLLGDRPASVD
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FITEICIQLGWTIPKYGLFDVLPLVLOANGEDPQLF-EIPKDLILEVPMEHPQYEWEFEDLNL
FTRICIQLGWEPQYCGLFDVLPLVLOVNGEDPDLY -EIPPELILEVSMEEPQHEWFQDLGL
FTQLCIDLGWRPKYCGRFDVVELVLOANGRDPELF -EIPPDLVLEVAMEHPEYEWFRELEL
Wk aEsahEE kakE hkkokakRE Kk s: s:k  KakkE kyk ssikEsak *
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RWYALPAVENMLLEIGGLEFPACPFRGWYMGTEICVRNI CDTQRYNVLEEVGEROMSLETO
EWYALPAVSNMLMEIGGLEFPACPFRGWYMGTEIGVRDI CDYQRYNILEEVGRRMGLETH
EWYALPAVANMLLEVGCLEFPGCPFRGWYMGTEICVRDI CDVQRYNILEEVGRRMCGLETH
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Figura 12. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos do gene iINOS de P.

mesopotamicus em comparacdo com as espécies de peixes Cyprinus carpio, Danio rerio

e Oncorhynchus mykis, e com a sequéncia de humanos. Residuos idénticos (*) e

similares (: ou .) sdo mostrados em relacdo a sequéncia de P. mesopotamicus, tracos

indicam a ocorréncia de gaps. Um dos sitios conservados de ligacdo de cofator da

enzima estd indicado em cinza. NUmero de acesso das sequéncias utilizadas estdo

indicados na frente dos nomes.
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5.3.3 Analise de expressdo dos genes Argl, Arg2 e iINOS em P. mesopotamicus

apods desafio com a bactéria A. dhakensis

Para determinar os niveis de expressao dos genes Argl, Arg2 e iNOS no figado,
baco e rim anterior de P. mesopotamicus, em resposta a infeccdo experimental por A.
dhakensis, foram realizadas anélises gPCR.

A expressdo considerada basal, que foi avaliada na hora 0 pds-infeccdo tanto nos
grupos tratado como controle, mostrou que o gene Argl é altamente expresso no figado,
diferindo significativamente dos niveis de expressdo observados no rim (p = 0,0001).
Em relacdo ao baco, Argl também foi significativamente mais expresso (p < 0,0001).
Os niveis aparentemente maiores de expressao de Argl no rim em relagdo ao baco nao
foram considerados estatisticamente significativos pelo teste de Tukey (p = 0,0881). O
gene Arg2, por sua vez, apresentou os maiores niveis de expressao no rim, que foi
estatisticamente maior em relacdo ao figado (p = 0,0009) e ao baco (p = 0,0002). Como
foi observado para Argl, o baco mostrou 0s menores niveis de expressdo de Arg2,
porém, sem suporte estatistico em relacdo ao figado (p = 0,8260). O gene INOS
apresentou os maiores niveis de expressdo basal no rim, que diferiu significativamente
dos niveis observados no baco (p = 0,0050), porém, foram iguais aos niveis observados
no figado (p = 0,1389). Os niveis de expressdo de iINOS foram estatisticamente iguais

no figado e no baco (p = 0,3540) (Figura 13).
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Figura 13. Expressdo basal dos genes Argl, Arg2 e iNOS observados por gPCR no
figado, rim e baco de P. mesopotamicus em relacdo a média geométrica dos controles
endogenos 18S rRNA e B-actina. Os dados estdo apresentados como meédia + desvio
padrdo. Médias com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey (p < 0,05).

76



Apbs a injecdo intraperitoneal de 4,4 x 10* UFC/peixe, os niveis de mRNA dos
genes das enzimas Argl, Arg2 e iNOS foram estimados por qPCR e a expressdo de
cada um desses genes foi estimada em relagdo aos genes de referéncia enddgenos 18S
rRNA e B-actina.

No figado, o Unico gene que apresentou variacdo significativa em resposta a
infeccdo por A. dhakensis foi a Arg2, que mostrou uma diminuicdo nos niveis de
expressdo nos periodos 12 h (p = 0,0278) e 24 h (p = 0,0199) p6s-infeccdo. As 12 h, a
expressao de Arg2 foi 5,73 vezes menor em relacdo ao controle, enquanto as 24 h essa
diferenca foi ainda mais significativa, com uma diferenca de 6,37 vezes. Os genes Argl
e INOS, embora tenham apresentado variagdes nas médias entre o grupo infectado em
relacdo ao controle, essas diferencas ndo foram estatisticamente significativas, uma vez
qgue a ANOVA ndo apresentou variacdo significativa na interacdo Grupos/tempo (p =
0,2858) (Figura 14).

No rim, os niveis de expressdo dos 3 genes em analise foram pouco alterados em
resposta ao desafio com a bactéria A. dhakensis. O Unico gene gque apresentou variacao
significativa no nivel de expressao foi Argl (p = 0,0017), que teve sua expressdo
diminuida em 2,16 vezes no periodo de 24 h pos-infeccdo. O gene Arg2 mostrou niveis
de expressdo semelhantes entre o grupo infectado e controle nos 4 periodos observados,
com excecdo a 0 h, quando o grupo infectado aparentemente apresentou uma expressao
maior. Porém, os grandes desvios observados fez com que essa diferenca ndo fosse
considerada estatisticamente significante. O mesmo foi observado para o gene iNOS,
que demonstrou médias dos niveis de expressdo maiores no grupo infectado em relagéo
ao controle em todos os periodos, porem, os desvios observados também foram grandes

e as diferengas foram consideradas néo significativas (Figura 14).
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O baco foi 0 6rgdo em que a infeccdo por A. dhakensis provocou as maiores
alteracdes nos niveis de expressdo dos genes Arg2 e iNOS. O gene Argl, por sua vez,
ndo apresentou variacOes significativas nos diferentes periodos pds-infec¢do. O gene
Arg2 mostrou um aumento significativo nos niveis de expressdo nos periodos de 24 h (p
= 0,0124), com uma expressdo 3,57 vezes maior que o controle, e 48 h (p = 0,0241),
com uma expressdo 3,04 vezes mais expresso que no grupo controle. O gene iINOS
apresentou niveis de expressao significativamente maiores nos peixes infectados com A.
dhakensis nos periodos de 12 h (p < 0,0001), com expressao 11,75 vezes maior, 24 h (p
= 0,0004), com expressao 7,49 vezes maior e 48 h (p = 0,0038), com expressao 4,44

vezes maior (Figura 14).
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Figura 14. Expressdo dos genes Argl, Arg2 e iNOS de P. mesopotamicus infectados
com A. dhakensis (™) e controle (M) nos periodos de 0 h, 12 h, 24 h e 48 h p6s-infec¢do
em relagdo a média geométrica dos controles endogenos 18S rRNA e B-actina. Os dados
estdo apresentados como média + desvio padrdo. Asteriscos indicam diferenca

significativa de expressdo em relacdo ao grupo controle pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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5.4 DISCUSSAO

Antes do inicio das analises de caracterizacdo e expressao dos genes Argl, Arg2 e
INOS do presente trabalho, os peixes utilizados nos experimentos foram caracterizados
molecularmente para certificar que se tratavam de exemplares de P. mesopotamicus
puros.

A identificacdo morfologica das espécies P. mesopotamicus, P. brachypomus e C.
macropomum e dos seus hibridos na fase de alevinos é dificil de ser realizada,
necessitando, portanto, de métodos moleculares. Neste experimento, a diferenciacdo
entre as espécies foi realizada através da amplificagdo e sequenciamento do gene a-
tropomiosina utilizando-se os métodos descritos por HASHIMOTO et al. (2011).

Embora BOECKLEN; HOWARD (1997) tenham afirmado que, para a correta
identificacdo entre estoques puros e hibridos, é necessaria a analise de mais de 70
marcadores nucleares, os resultados observados no presente trabalho sugerem que 0s
métodos empregados foram eficientes para diferenciar as espécies pacu (P.
mesopotamicus), tambaqui (C. macropomum) e pirapitinga (P. brachypomus), além do
hibrido tambacu. As sequéncias de cada uma das espécies analisadas demonstrou
caracteristicas peculiares das quais foi possivel diferenciar os exemplares de cada
espécie. A espécie hibrida apresentou picos duplos nos eletroferogramas em posi¢des
em que havia diferenca entre os puros homozigotos, sugerindo a ocorréncia de
hibridizacéo.

Dessa forma, todos os peixes obtidos nessa piscicultura foram consideradas como
sendo as espécies pela qual eram comercializadas. Esses resultados sdo diferentes do
que foi observado por HASHIMOTO et al. (2014), que foi o trabalho que motivou a

investigacdo da presenca de hibridos entre os peixes utilizados para os experimentos do
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presente trabalho, uma vez que os autores demonstraram que individuos hibridos eram
tratados como espécies puras ou mesmo outro tipo de hibrido interespecificos em 4 das
7 pisciculturas analisadas.

Para avaliar a possivel ocorréncia de macrofagos ativados pela via classica
(macrofagos M1) ou pela via alternativa (macréfagos M2) apos a infeccdo da cepa sul-
americana de A. dhakensis em P. mesopotamicus, foi realizada a caracterizacdo das
sequéncias parciais e analise dos niveis de expressdo dos genes das enzimas
caracteristicas de macrofagos ativados por cada uma das vias. A enzima oxido nitrico
sintase induzivel (iNOS) estd envolvida na producdo de NO em macrofagos M1 e a
enzima arginase, através das suas duas isoformas conhecidas (Argl e Arg2), €
estimulada em macréfagos M2.

Como néo existiam na literatura dados de sequéncia de DNA dos genes Argl,
Arg2 e INOS para 0 peixe P. mesopotamicus ou mesmo para qualquer outro peixe da
familia Serrasalmidae, foram necessarios esforcos para a caracterizacdo desses genes
antes das analises de expressdao. As analises de amplificacdo e sequenciamento
produziram sequencias parciais com 471 pb para Argl, 488 pb para Arg2 e 513 pb para
iINOS.

As sequéncias de nucleotideos foram entdo traduzidas para sequéncias de
aminoacidos. A comparacdo entre as sequéncias das duas isoformas da enzima arginase
(Argl e Arg2) de P. mesopotamicus com as sequéncias de outras espécies de peixes e
com a sequéncia de humanos, demonstrou a ocorréncia de sitios especificos da familia
arginase, incluindo os residuos de histidina, acido aspartico, e glicina envolvidos na
ligagdo dos dois ions de manganés, e os residuos de histidina e acido glutdmico
envolvidos na ligacdo de L-arginina, que é o substrato da enzima (JOERINK et al.,

2006). Ambas isoformas demonstraram grande similaridade com a sequéncia de
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humanos (72,2% para Argl e 60,5% para Arg2), sugerindo também uma semelhanca
entre suas funcdes. Essa similaridade em relacdo as isoformas de humanos também foi
observada para as arginases de carpa, com similaridades de 63% para ambas isoformas
(JOERINK et al., 2006).

A enzima INOS de P. mesopotamicus, através de sua sequéncia parcial de
aminoacidos, também foi altamente similar com as sequéncias de outras espécies de
peixes, e apresentou varios sitios conservados inclusive em relagdo a enzima de
humanos (78,2% de aminoacidos conservados). Embora a sequéncia de aminoacidos
obtida de P. mesopotamicus ndo tenha sido grande o suficiente para detectar sitios de
ligacdo caracteristicos da enzima, a comparacdo das sequéncias de outros peixes em
relacdo a de humanos mostrou grande similaridade, possuindo todos os sitios de ligacdo
para heme, tetrahidrobiopterina, calmodulina, flavina mononucleotideo, flavina adenina
dinucleotideo, e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) (SAEW et al.,
2000), o que demonstra que essa enzima em peixes teledsteos tem um grande numero de
sitios conservados em relacdo a humanos, sugerindo também uma semelhanca entre as
suas funcoes.

Os dados de expressdo basal demonstraram que 0 gene Argl é altamente expresso
no figado, seguido pelo rim, e com expressao extremamente baixa no baco, o que esta
de acordo com o que foi observado por outros autores para mamiferos e outras espécies
de peixes teledsteos, que verificaram que a isoforma Argl é predominantemente
encontrada no citosol de células hepéaticas (ASH, 2004; SRIVASTAVA; RATHA,
2013). Essa isoforma esta associada a producao de ureia pelo ciclo ornitina-ureia, para a
excrecdo de compostos nitrogenados principalmente em animais ureotélicos (JOERINK
et al., 2006). Peixes, entretanto, podem excretar amonia diretamente no ambiente

aquatico, eliminando a necessidade de um ciclo ornitina-ureia. 1sso explicaria o que foi
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observado por JOERINK et al. (2006) em seu estudo com carpa (C. carpio L.), onde
observou baixos niveis de expressdo de Argl no figado, e uma maior expressdo basal
desse gene no rim médio. Porém, varios autores demonstraram que a ureia em animais
ndo-ureotélicos possui fungbes fundamentais em diversos outros processos fisioldgicos,
como em algumas espécies de peixes que retém altas concentracfes dessa substancia
para ser utilizada como reguladora de osmolaridade em casos de condi¢des de aumento
de salinidade do ambiente aquéatico ou em casos de desidratacdo (SAHA; RATHA,
1989;1994). A arginase hepética também estd envolvida na sintese de ornitina, um
precursor para a producdo de poliaminas, glutamato e prolina, que possuem importante
funcGes na proliferacdo celular e producdo de colageno para a cura de lesdes
(JENKINSON et al., 1996; MOMMSEN, 2001; WIEGERTJES; JOERINK, 2004;
WIEGERTJES et al., 2016).

O gene da isoforma Arg2 apresentou 0s maiores niveis de expressdo basal no rim
de P. mesopotamicus, seguidos por figado e baco. Embora o figado tenha apresentado
valores de expressaio meédios maiores para esse gene em relacdo ao baco,
estatisticamente, o0s niveis de expressdo basal foram considerados iguais pelo teste de
Tukey (p = 0,3540). A diferenca entre os niveis de expressdo de Arg2 nos 3 6rgaos
analisados ndo foi tdo grande quanto a observada para Argl, que foi predominantemente
hepética. Esses dados estdo de acordo com o que foi relatado por outros autores, onde a
isoforma Arg2 foi expressa em Varios outros 6rgaos em carpa, humanos, camundongos
e ratos (JOERINK et al., 2006; MORI; GOTOH, 2000; MORRIS; BHAMIDIPATI,
KEPKA-LENHART, 1997).

O gene iNOS foi o0 gene que apresentou as menores variacdes de expressdo basal
nos diferentes 6rgdos, porém, a expressao desse gene no rim foi considerada maior em

relacdo ao bago, mas ndo em relacdo ao figado. A expressdo nesse ultimo, por sua vez,
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ndo diferiu estatisticamente dos niveis observados no bago. Esses niveis de expressao
estdo consistentes com o que foi observado por FIERRO-CASTRO et al. (2013) em um
estudo in vitro, onde linhagens celulares geradas a partir do baco de O. mykis
apresentaram niveis de expressdo basal ligeiramente maiores dos observados em células
derivadas de pronefros.

Apbs a infeccdo pela cepa sul-americana de A. dhakensis, 0s niveis de expressao
de Argl foram menores em relacdo ao controle apenas no rim no periodo de 24 h pés-
infeccdo, ndo havendo variacdo em outros periodos pés-infeccdo nos outros 6rgaos
analisados. Diferentemente do que ocorre nos mamiferos, em peixes, a isoforma Argl
estd mais associada com funcgdes excretoras pelo ciclo ornitina-ureia, e menos a funcdes
hematopoiéticas e imunoldgicas (JENKINSON et al., 1996), o que sugere que essa
pequena alteracdo observada esteja mais relacionada com algum outro processo
biolégico ndo avaliado, e ndo em resposta a infecgcdo por A. dhakensis.

O rim anterior é um dos principais 6rgdos envolvidos na producdo de resposta
imunoldgica em peixes (PRESS; EVENSEN, 1999). Nesse 0rgao a expressao dos genes
Arg2 e INOS, que estdo relacionados com o balanco entre macr6fagos M1 e M2, néo
mostrou nenhuma alteracdo significativa em resposta a infeccdo por A. dhakensis.
Embora as médias de expressdo relativa do gene iINOS tenham sido maiores nos grupos
infectados em relacdo aos grupos controle, essas pequenas alteragdes ndo foram
consideradas estatisticamente relevantes, principalmente devido as grandes variages
observadas dentro de cada grupo, evidenciadas pelos altos valores de desvio padréo.
Esses resultados indicam que o rim anterior possui menor participacdo na resposta a
infeccdo por Aeromonas em P. mesopotamicus quando comparado com 0S outros

Orgaos analisados.
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No figado, a expressdo do gene Arg?2 foi significativamente menor em relacdo ao
controle nos periodos de 12h e 24h pos-infeccdo, €, como mencionado anteriormente,
ndo houve nenhuma alteracdo da expressdo de Argl nesse O0rgdo. A expressdo do gene
INOS apresentou médias de expressdo constantemente maiores no grupo infectado em
relacdo ao grupo controle a partir de 12 h pds-infeccdo, porém, sem confirmacao
estatistica, uma vez que a analise de variancia ndo mostrou interacdo grupo/tempo. A
diminuicdo na expressdao de Arg2 sugere que a populacdo de macréfagos M2 no figado
diminuiu as 12h e 24 h pés-infeccdo com A. dhakensis. Acredita-se que o estado de
ativacdo alternativa dos macrofagos seja o estado “padrao” dos macrofagos teciduais,
que podem se alterar para macr6fagos M1 em condic¢des criticas que levariam a um
fenotipo potencialmente danoso, como no caso de infeccdo por microorganismos
patogénicos (MILLS; LEY, 2014).

No baco, que se mostrou o 6rgdo mais envolvido na producdo de respostas a
infeccdo de A. dhakensis em P. mesopotamicus, foi observado um aumento na
expressao do gene Arg2 em 24 h e 48 h pds-infeccdo, e o do gene INOSem 12 h, 24 h e
48 h pos-infeccdo. Um aumento na expressao do gene iNOS também foi observado por
FIERRO-CASTRO et al. (2013) em um estudo com linhagens celulares derivadas do
baco e de pronefros de truta arco-iris (O. mykiss) imunoestimuladas in vitro, e esses
resultados se correlacionam com o0 aumento na producdo de NO nessas mesmas
linhagens celulares estimuladas com os mesmos imunoestimulantes observado por
FIERRO-CASTRO et al. (2012).

Como o aumento nos niveis de iINOS ocorreu antes de Arg2, é provavel que a
ativacdo de macrdfagos pela via alternativa ocorreu em resposta ao aumento do nimero
de macrofagos ativados pela via classica. Em infeccOes, acredita-se que um balanco no

metabolismo da L-arginina € extremamente importante, ja& que, 0 aumento nas
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concentracdes de NO, que é um potente mediador de inflamagdo e possui atividade
bactericida (KOPPANG et al., 2007) e, quando produzido em excesso, gera um
ambiente citotdxico para as proprias células hospedeiras (RIEGER; BARREDA, 2011).
Dessa forma, ocorre um aumento na expressdo e atividade da arginase que favorece a
replicacéo de fibroblastos e producdo de colageno, necessario para reparo dos tecidos e
cura de lesdes, além de restringir a disponibilidade da L-arginina necessaria para a
producdo de NO pela enzima iNOS (BRONTE et al.,, 2003; VINCENDEAU et al.,
2003; WIEGERTJES et al., 2016). Isso ficou evidenciado em estudos com macréfagos
de mamiferos, onde, um aumento na expressdo de Argl diminuiu a quantidade de
arginina intracelular, restando menos substrato para a INOS e, dessa forma,
contrabalanceando o desenvolvimento de macrofagos M1. Esses resultados demonstram
que o baco possui importante papel no balango entre respostas pro- e anti-inflamatorias
em resposta a infeccao por bactérias em P. mesopotamicus.

Se o balanco entre macrofagos ativados pelas vias classica e alternativa ndo é
reestabelecido apds o aumento de expressdo do gene iINOS para produzir NO e
compater a infeccdo, geralmente, esse desbalanco leva a reacBes imunopatolégicas em
consequéncia da aumento de mediadores pro-inflamatérios como TNF-a, IL-1p e IL-6,
e das altas concentracdes de NO (FIORENTINO; BOND; MOSMANN, 1989; MILLS
et al., 2000).

A diferenca observada no balanco entre a expressao de Arg2 e iNOS no figado em
relacdo ao baco pode ser decorrente do fato de que células de linhagens diferentes,
obtidas a partir de tecidos diferentes e diferentemente estimulados, seja por
lipopolissacarideos (LPS), por bactérias, citocinas recombinantes como IFN-y ou
imunoestimulantes como levamisol e acido poliinosinico-policitidilico (Poli 1:C),

apresentam diferentes padrdes de expressao para Arg2/iNOS (FIERRO-CASTRO et al.,
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2013; RIEGER; BARREDA, 2011). Outra fator que pode ter contribuido para essa
diferenca é que, como peixes ndo possuem nodulos linfaticos e o baco € o 6rgédo
responsavel por reter antigenos que possam ter alcancado a corrente sanguinea, a maior
carga de bactérias nesse 0rgdo desencadeou uma resposta mais aguda que nos outros
Orgdos analisados, gerando maior producdo de NO. Como mencionando anteriormente,
esse composto é citotoxico também para as células hospedeiras, e as grandes
concentracdes de NO geradas exigiu uma maior ativacdo de macrofagos M2 para limitar
0s danos nos proprios tecidos do hospedeiro (PRESS et al., 1994; RIEGER;
BARREDA, 2011).

Os dados de expressao observados para as duas isoformas da enzima arginase de
P. mesopotamicus observados no presente trabalho estdo de acordo com o que foi
relatado por JOERINK et al. (2006), que afirmaram que, diferentemente do que ocorre
em mamiferos, em peixes, Arg2, e ndo Argl, é diferencialmente regulada em infeccdes,
e provavelmente é a isoforma mais ativa ap0s a ativacdo alternativa de macrofagos.

O presente estudo fornece, pela primeira vez, a caracterizacdo e dados de
expressao de genes relacionados a ativacdo de macréfagos em P. mesopotamicus em
resposta a uma cepa de A. dhakensis, uma das mais importantes bactérias patogénicas
em peixes, que foi isolada pela primeira vez em aguas sul-americanas. Macrofagos
estdo entre as primeiras linhas de defesa do organismo contra patdgenos, fazendo deste
trabalho uma ferramenta indispensavel para estudos que visam combater infecces que
podem comprometer as taxas de producdo desse que € o segundo peixe nativo da
America do Sul com maiores indices de producdo na aquicultura brasileira (MPA,

2013).
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6. CONCLUSOES

A partir das analises realizadas no presente estudo foi possivel se obter as

seguintes conclusoes:

A bactéria isolada do exemplar de P. mesopotamicus obtido do Centro Nacional
de Pesquisa e Conservacgéo de Peixes Continentais do Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade (CEPTA/ICMbio) tratava-se da espécie A.
dhakensis, cuja ocorréncia na América do Sul ainda ndo havia sido relatada;

A cepa sul-americana de A. dhakensis isolada possui resisténcia aos antibioticos
ampicilina, ampicilina/sulbactam, cefoxitina e meropenem;

A cepa isolada de A. dhakensis é altamente patogénica a P. mesopotamicus;

As sequéncias parciais de aminoacidos dos genes Argl, Arg2 e iNOS de P.
mesopotamicus possuem grande similaridade as sequéncias de outros peixes e de
humanos;

Em P. mesopotamicus, o gene Argl possui maiores niveis de expressao basal no
figado, o gene Arg2 é mais expresso no rim, e o gene iNOS possui maiores
niveis de expressao basal no rim e no figado;

O baco de P. mesopotamicus foi o 6rgdo mais envolvido na resposta a infeccao

por A. dhakensis;
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