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RESUMO 

 

A Aeromonas hydrophila é um patógeno oportunista com capacidade de infectar peixes, 

mamíferos e humanos. É cosmopolita e responsável por infecções hospitalares em humanos e 

causadora da aeromonose em peixes. O uso de antibióticos na água, como forma terapêutica 

na aquicultura, apesar de controlar a infecção, favorece o desenvolvimento de resistência 

microbiana através do efeito residual destes fármacos no peixe e consequentemente no 

consumidor final humano, tornando-se um agravo para a saúde pública. Pensando nisso, foi 

produzido uma imunoglobulina Y (IgY), extraída da gema do ovo de galinhas poedeiras, 

específica para as proteínas de membrana e citoplasmática de A. hydrophila. No início, a IgY 

foi validada quanto a capacidade de detectar o patógeno no tecido de tilápias-do-nilo 

(Oreochromis niloticus) infectadas com a bactéria homóloga. Após a validação da IgY anti- 

A. hydrophila, a mesma foi testada in vitro na imunoterapia, e seus efeitos na atividade 

fagolisossômica de macrófagos (MΦs) de tilápias-do-nilo, infectados com A. hydrophila viva 

opsonizada/ neutralizada ou não. Os resultados provaram a eficácia e a aplicação da IgY para 

o ensaio de imunofluorescência direta (IMF) e imuno-histoquímica (IHC) validando a IgY 

para o diagnóstico e estudo fisiopatológico da infeção por A. hydrophila em tilápias-do-nilo. 

Na imunoterapia in vitro a IgY anti-A. hydrophila teve efeito positivo no controle da infecção, 

postulando ainda, o uso dos MΦs da tilápia-do-nilo como um importante modelo 

experimental in vitro para o estudo funcional e terapêutico da infecção por A. hydrophila. 

 

Palavras-chave: Imunoglobulina Y. Inflamação. Teleósteo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Aeromonas hydrophila is an opportunistic pathogen with the capacity to infect fish, mammals 

and humans. It is cosmopolitan and is responsible for hospital infections among humans and 

for aeromonosis in fish. Although using antibiotics in water for therapeutic purposes in fish-

farming has the effect of controlling infection, it also favors development of microbial 

resistance through the residual effect of these drugs on fish and consequently on the final 

human consumers. Thus, their use has become a public health hazard. With the aim of 

investigating alternative ways of combating A. hydrophila, an immunoglobulin Y (IgY) 

extracted from the yolk of the eggs of laying hens that was specific for the proteins of the 

membrane and cytoplasm of A. hydrophila was produced. This IgY was firstly validated 

regarding its capacity to detect A. hydrophila in the tissues of Nile tilapias (Oreochromis 

niloticus) that were infected with the homologous bacterium. The anti-A. hydrophila IgY was 

then tested in vitro for immunotherapy to determine its effects on the phagolysosomal activity 

of macrophages (MΦs) in Nile tilapias that were infected with live A. hydrophila that was 

either opsonized/neutralized or not. The results demonstrated that application of IgY was 

effective. Direct immunofluorescence (IMF) tests and immunohistochemical (IHC) analysis  

validated IgY for diagnosing the presence of A. hydrophila and for conducting 

physiopathological studies on A. hydrophila in Nile tilapias. In in vitro immunotherapy, anti-

A. hydrophila IgY had a positive effect with regard to controlling the infection. It can also be 

postulated that MΦs from Nile tilapias could be used as an important in vitro experimental 

model for functional and therapeutic studies on infection due to A. hydrophila. 

 

Keywords: Immunoglobulin Y. Inflammation. Teleost.  
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CAPÍTULO I – Considerações gerais 

1 INTRODUÇÃO 

 

Em 2018, a piscicultura nacional produziu cerca de 722,560 t de peixes de cultivo. 

Esse resultado é 4,5% superior em relação à produção de 2017 (640.510 t) (PEIXE BR, 2019). 

Dentre os peixes mais criados em águas continentais, a tilápia-do-nilo é a mais importante 

espécie cultivada no Brasil representando 51,7% da piscicultura nacional, com 357.639 t em 

2017 (PEIXE BR, 2018). A média de consumo nacional de pescado per capita em 2016 foi 

em torno de 9,6 Kg/per capita de pescado (FAO, 2016). Nos anos de 2013 a 2015, a produção 

de pesca e aquicultura no Brasil foi de 1.327.000 t (FAO, 2016) e a causa desta expansão está 

relacionada ao acelerado desenvolvimento da aquicultura (FORNARI et al., 2017). Todavia, a 

intensificação da piscicultura gera problemas sanitários, causando aumento nos níveis de 

estresse nos peixes, com baixa resposta de mecanismos de defesa e aumento da 

susceptibilidade às doenças infecciosas e às parasitárias (MORAES; MORAES, 2009). A 

prevalência de enfermidades bacterianas em peixes leva a perdas significativas nesta 

atividade. A bactéria Gram negativa Aeromonas hydrophila se inclui nestas, por ser 

importante patógeno encontrado na água, solo, alimentos contaminados, fezes humanas e 

animais (HIRSCH et al., 2006; TAVARES; CERESER; TIMM, 2015). 

Foi demonstrada a diversidade de espécies de Aeromonas em ambientes de 

piscicultura e diversos isolados apresentaram seleção de bactérias resistentes a antibióticos, 

mesmo sem o uso de tais substâncias para o controle de doenças infecciosas (HIRSCH et al., 

2006). O tratamento utilizado na aquicultura é feito com antibióticos na água ou na ração que 

representa riscos, devido ao desenvolvimento de seleção microbiana e, consequentemente, 

contaminando os organismos aquáticos, mamíferos, aves e humanos, além da contaminação 

ambiental (MARTI; JOFRE; BALCAZAR, 2013).  

Por isso a idéia de se utilizar anticorpos IgY extraídos da gema do ovo de galinhas 

poedeiras, representando uma alternativa promissora na imunoterapia de bacterioses em 

organismos aquáticos, devido à sua especificidade e ausência de efeito residual na água, no 

predador ou no consumidor humano. Além disso, esses anticorpos podem ser utilizados para o 

diagnóstico de doenças bacterianas e auxiliar na compreensão da fisiopatologia de peixes 

infectados, devido à deficiência de anticorpos comerciais específicos para doenças bacterianas 

presentes em organismos aquáticos. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Aeromonas hydrophila 

A bactéria A. hydrophila pertence à família Aeromonadaceae, é Gram negativa, 

possui cápsula, é aeróbia e anaeróbia facultativa, tem forma de bastonete móvel, possui 

flagelos polares e não produz esporos (JANDA; ABBOTT, 2010). 

A espécie foi isolada da água e ambientes aquáticos, como rios, lagos, água do mar, 

águas subterrâneas, esgoto e em vários estágios de tratamento da água (FIORENTINI et al., 

1998). E por estar presente na água, são mais conhecidas por causar doenças em peixes, do 

que doenças sistêmicas em humanos (HÄNNINEN et al., 1997; HIRSCH et al., 2006).  

Infecções com a A. hydrophila foram relatadas em algumas espécies de peixes, como 

a carpa (Cyprinus carpio), tilápia (O. niloticus), pacu (Piaractus mesopotamicus), peixe-gato 

(Ictalurus punctatus), bacalhau (Gadus morhua), salmão (Salmo salar), causando septicemia 

hemorrágica, além de infecções ulcerativas (JORGENSEN; HINDLER, 2007). Os sinais 

clínicos da infecção são as úlceras na pele que podem ocorrer em qualquer local do peixe e 

muitas vezes são circundadas por uma borda brilhante de tecido hiperêmico. Outros órgãos 

comumente afetados pela infecção incluem as brânquias, rins, fígado, baço, pâncreas e 

músculo esquelético. Os sinais clínicos variam de acordo com vários fatores, incluindo a 

virulência do microrganismo, a resistência do peixe à infecção, a presença ou ausência de 

bacteremia ou septicemia, e fatores de estresse ambientais associados à hemorragia no 

músculo do peixe e no interior dos órgãos (AUSTIN; ADANS, 1996; JANDA; ABBOTT, 

2010). Devido à alta variabilidade dos sinais clínicos, o diagnóstico desta doença, baseado 

apenas nos sinais não é confiável, e pode ser economicamente desastroso para o piscicultor 

(SWANN; WHITE, 1991).  

Posto isto, A. hydrophila está associada a grandes morbidades e mortalidades em 

peixes de todo o mundo ao longo da última década, resultando em enormes perdas 

econômicas. Em muitos desses casos, é a responsável por infecções secundárias em peixes 

imunossuprimidos (FIGUEIREDO; LEAL, 2008). 
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2.1.1 Epidemiologia da A. hydrophila  

A A. hydrophila é considerada um patógeno emergente e encontrada em grande 

diversidade de habitat (VILA, 2003). Ela apresenta distribuição em meios aquáticos e faz 

parte da microbiota associada aos animais pecilotérmicos e, por outros, como patógenos de 

peixes e dos seres humanos em enfermidades de veiculação hídrica (VIVEKANANDHAN et 

al., 2002; HIRSCH et al., 2006).  

A transmissão do agente acontece de modo horizontal, estando associada à matéria 

orgânica na água e nos viveiros, e é transmitida por descarga do trato intestinal dos peixes e 

através de lesões externas na pele (COSTA, 2003). A alteração de parâmetros de manejo pode 

levar a predisposição dos peixes às enfermidades, causadas por altas temperaturas e 

densidades de estocagem, mudanças bruscas de temperatura, traumatismos decorrentes de 

manejo, transferência de peixes, baixos níveis de oxigênio dissolvido, condições nutricionais 

deficientes e infecções por fungos ou parasitas que contribuem para as mudanças fisiológicas 

e acabam aumentando à suscetibilidade a infecção (PILARSKI; SAKABE, 2009).  

Atualmente, essa bactéria é considerada também como agente etiológico de infecções 

em humanos e tem relevância epidemiológica nos casos de infecções oportunistas em 

pacientes imunossuprimidos (JANDA; ABOTT, 2010; DI PINTO et al., 2012). As 

manifestações podem ser ocasionadas por infecções intestinais ou extra-intestinais, casos de 

celulites, fasceítes necrotizantes, meningites, síndrome hemolítica urêmica e sepse 

(PEIXOTO et al., 2012). Essas infecções assumem papel de destaque especialmente em 

grupos suscetíveis como crianças, idosos e portadores de doenças crônico-degenerativas 

(PEREIRA et al., 2008). 

Atividades recreativas como passeios de barco, pesca e mergulho podem levar à 

infecção através de grandes ou pequenos traumas (VOSS; RHODES; JOHNSON, 1992; 

BOSSI-KÜPFER et al., 2007). E como a expansão urbana continua a invadir ambientes 

rurais, o potencial para infecções por Aeromonas decorrentes de origens zoonóticas pode 

aumentar (KUNIMOTO et al., 2004). Portanto, a Aeromonas spp. presente nos ambientes 

aquáticos tem potencial de risco à saúde e alguns países têm adotado a contagem da 

Aeromonas como indicador adicional de que a qualidade da água está inviável 

(BORCHARDT et al., 2003).  
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2.1.2 Fatores de virulência da Aeromonas hydrophila 

Vários fatores definem infecções e patogenicidade, incluindo o inóculo e a via de 

infecção, a suscetibilidade do hospedeiro e características de virulência da estirpe (FALKOW, 

1990). A virulência da bactéria pode ser definida como a capacidade de uma determinada 

estirpe para incitar a doença e, para bactérias intactas, isso pode ser mediado em múltiplas 

maneiras, como estudos de letalidade (dose letal 50% [DL50]), grau de invasão ou produção 

de toxinas, entre outros. A patogenicidade está relacionada com a virulência de toxinas, ou 

características como a produção de cápsulas e exotoxinas (CASADEVALL; PIROFSKI, 

1999). 

As fosfolipases, hemolisinas, proteases, citotoxinas, capacidade de aderência às 

células, camada-S, lipopolissacarídeos (LPS), exoenzimas, exotoxinas, como a aerolisina, 

lipases, entre outras (WONG et al., 1998) são importantes fatores de virulência da A. 

hydrophila (SCOARIS et al., 2008).  

A formação de biofilme fornece às bactérias resistência a agentes antimicrobianos e 

bloqueio das defesas do hospedeiro (COSTERTON et al., 1995; LYNCH et al., 2002). As 

Aeromonas spp. desenvolveram mecanismos múltiplos de regulação para formação de 

biofilmes que estão ligados à produção de fatores de virulência, e a formação de biofilme foi 

identificada na maioria dos isolados de A. hydrophila (GUERRA et al., 2007). Bizani e 

Brandelli (2001) identificaram a bactéria isolada da água de abatedouro bovino e foi positiva 

nas reações de hemólise e hemoaglutinação. Foram avaliados isolados de Aeromonas spp. de 

peixes congelados, quanto a presença de fatores de virulência importantes para o 

desenvolvimento de uma infecção bacteriana, sendo observada a presença dos genes 

aerolisina/hemolisina, lipases extracelulares (lip, lipH3, pla, plc e GCAT), proteases e DNases 

(CASTRO-ESCARPULLI et al., 2003). Kingombe et al. (2010) analisaram isolados de 

Aeromonas spp. a partir de alimentos e tais isolados apresentaram aspectos multifatoriais para 

genes de virulência, evidenciando assim contaminante de risco a saúde pública. 

 

2.2 Visão geral da resposta imune inata e adquirida em peixes 

A resposta imune dos peixes é dividida em resposta inata e adaptativa, a inata 

consiste na primeira linha de defesa contra os agentes patogênicos, mediada por moléculas do 

complemento, e por células fagocíticas resultando no bloqueio e eliminação dos patógenos 

(ETO et al., 2014). A resposta imune adaptativa é caracterizada pela especificidade e memória 
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imunológica gerada por linfócitos T e B produtores de anticorpos específicos (BERNSTEIN; 

SCHLUTER; MARCHALONIS, 1998; URIBE et al., 2011).  

Os peixes teleósteos apresentam um sistema imune inato desenvolvido representado 

por barreiras físicas, químicas e biológicas, células especializadas e moléculas solúveis, 

presentes em todos os indivíduos, independentemente de contato prévio com imunógenos ou 

agentes agressores (WATTS; MUNDAY, 2001). Fazem parte das barreiras à pele, sistema 

complemento, enzimas antimicrobianas, interleucinas, interferon e defesa celular, como 

granulócitos, monócitos, macrófagos (MΦs), trombócitos e células Natural Killer (NK) 

(MAGNADOTTIR et al., 2011). A fagocitose, a liberação de mediadores inflamatórios, a 

ativação de proteínas do sistema complemento e a síntese de proteínas de fase aguda como as 

citocinas e quimiocinas são os principais mecanismos na imunidade inata (TURVEY; 

BROID, 2010).  

A inflamação também é considerada um mecanismo da resposta imune inata, uma 

vez que um tecido tenha sido penetrado por um agente infeccioso, os fatores mediadores são 

liberados a fim de ampliar a migração de células de defesa, como os neutrófilos que são a 

primeira linhagem fagocítica a chegar ao foco da inflamação, sendo responsáveis pela 

depuração dos patógenos e caracterizam citologicamente a fase aguda da inflamação 

(BILLER-TAKAHASHI; URBINATI, 2014). Após 48 horas da infecção, as células 

migratórias principais são compostas por MΦs e linfócitos caracterizando o início da fase 

crônica da infecção (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). 

A ativação e migração das células fagocíticas está relacionada com a ativação de 

receptores específicos presentes nestas células e a produção de citocinas (MITCHELL et al., 

2006). O LPS, a manose e ácidos teicóicos são encontrados na superfície de microrganismos e 

constituem Padrões Moleculares Associados a Patógenos (PAMPs), sendo assim são capazes 

de ativar a resposta imune inata, através da interação com diferentes receptores conhecidos 

como receptores de reconhecimento de padrões, dentre os quais a família dos receptores Toll-

like (TLRs) (CRUVINEL et al., 2010). Os TLRs se destacam por seu papel central na ligação 

a patógenos, participando da opsonização, ativação do complemento, na fagocitose e iniciação 

da resposta inflamatória. Esses receptores estão presentes principalmente em MΦs e 

neutrófilos. Outros receptores presentes em fagócitos são aqueles para frações do 

complemento C3b, citocinas, interleucinas e para a fração constante (Fc) das imunoglobulinas 

(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).  
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O sistema complemento é composto por uma cascata de enzimas com ação lítica, 

quimiotáxica, pró-inflamatória e na opsonização de microrganismos (TIZARD, 2010). Os 

neutrófilos e MΦs produzem reativos intermediários do oxigênio (ROIs) através da ação de 

enzimas lisossomais, que são produzidas durante o processo fagocítico para a depuração do 

microrganismo (MAGNADOTTIR et al., 2011; FERNANDES et al., 2019). 

Em síntese, a resposta imune inata em peixes é a principal ferramenta de defesa 

contra patógenos, sendo compensatória à resposta imune adquirida que se desenvolve 

lentamente nos invertebrados, em relação aos dos mamíferos (BLY; CLEM, 1994). 

O sistema imune adquirido dos peixes é composto por resposta imune humoral e 

celular, constituído por tecidos linfóides, células apresentadoras de antígeno (APCs), 

linfócitos T e B e imunoglobulinas (WILSON et al., 1995; CRUVINEL et al., 2010). Os 

peixes apresentam tecidos linfóides primários e secundários, sendo o timo e o rim cranial 

órgãos primários, equivalentes funcionalmente à medula óssea dos mamíferos, o baço, os 

tecidos linfóides associados à mucosa intestinal (MALTS), as brânquias e a pele são órgãos 

secundários (PRESS; EVENSEN, 1999). 

A resposta imune humoral dos peixes teleósteos é diferente dos mamíferos, por não 

apresentar a produção de anticorpos de classe IgG na resposta imune humoral secundária, 

apresentando a imunoglobulina M (IgM) como principal anticorpo da resposta imune humoral 

primária e secundária (MASHOOF; CRISCITIELLO, 2016). A IgM é tetramérica, composta 

por quatro cadeias polipeptídicas, duas pesadas e duas leves (WILSON et al., 1997). Estas 

imunoglobulinas estão presentes no plasma, muco e bile em peixes, (BRADSHAW et al., 

1971). Além da IgM, outras classes de imunoglobulinas foram encontradas em peixes como a 

IgD (HIRONO et al., 2003), e a IgT/IgZ (ZIMMERMAN et al., 2011), sendo a maioria dos 

estudos realizada com peixes marinhos (VELIKOVSKY et al., 2009). 

Algumas características da resposta imune humoral e celular foram descritas em 

peixes teleósteos, com presença de células T e B, imunoglobulinas, moléculas do complexo 

de histocompatibilidade (MHC) tipo I e II e citocinas (WILSON, 1995). Estudos em trutas 

arco-íris demonstraram a expressão de genes α e β ligados à formação dos receptores de 

células T, confirmando a presença destas células na resposta imune humoral e celular dos 

teleósteos (SCHLUTER et al., 1999). A apresentação de antígeno através das APCs, MΦs e 

células dendríticas, foi documentada em peixes teleósteos, confirmando a presença de uma 
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resposta imune inata e adquirida nesta espécie, tanto celular como humoral (KAATTARI, 

1992). 

 

2.2.1 Macrófagos e processo fagocítico 

Os fagócitos profissionais de mamíferos derivam de uma célula progenitora mielóide 

comum (MURPHY, 2014). Entre estes fagócitos profissionais, as populações de MΦs 

teciduais residentes são as células que englobam e depuram as bactérias, usando enzimas 

hidrolíticas e a produção de espécies reativas do oxigênio (RIOs). Uma variedade de 

receptores em MΦs é usada para detectar o patógeno e seus subprodutos secretados (ZHANG; 

WANG, 2014). A maioria dos estudos realizados com fagócitos de peixes mostraram que, 

como em mamíferos, monócitos, MΦs residentes e os neutrófilos são as principais células 

fagocíticas (NEUMANN et al., 2001). De fato, a fagocitose foi considerada a principal função 

que caracteriza ou mesmo identifica os MΦs em teleósteos (BRAUN-NESJE; KAPLAN; 

SELJELID, 1982) e, além disso, foram descritos como os fagócitos mais ativos e ávidos em 

peixes (ENANE et al., 1993). Além disso, os MΦs profissionais fagocitam e regulam 

respostas pró-inflamatórias e homeostáticas in vivo (RIEGER, 2012).  

A atividade fagocítica, é um mecanismo pelo qual o fagócito elimina a maioria dos 

microrganismos patogênicos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Além disso, a 

fagocitose é essencial para a manutenção da homeostasia e remodelação no processo de 

cicatrização de tecidos lesionados (PEDRERA et al., 1992; FLANNAGAN; JAUMOUILLÉ; 

GRINSTEIN, 2012). Atualmente, o termo fagocitose é utilizado para descrever o processo 

pelo qual fagócitos englobam microrganismos, corpos estranhos, glóbulos vermelhos 

envelhecidos e debris celulares (MORETTI; BLANDER, 2014). 

Segundo Esteban et al. (2015) o processo fagocítico consiste em uma série de etapas 

conectadas. Inicialmente, ocorre o reconhecimento dos PAMPs via receptor de 

reconhecimento padrão presentes nestas células, seguido do engolfamento ou internalização 

do patógeno/partícula estranha e a formação do fagossoma, que na sequência funde-se ao 

lisossoma para formar o fagolisossoma. Esta vesícula endossomal, produz os RIOs, e utiliza 

enzimas com ação hidrolítica e proteolítica para a depuração da partícula e do patógeno e no 

caso de células fagocíticas, com função de apresentação de antígeno, como por exemplo MΦs 

e células dendríticas, ocorre após o processo descrito, a apresentação de antígeno via MHC 

classe II para os linfócitos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). 
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O processo fagocítico foi estudado em leucócitos de peixes, mensurando a atividade 

fagocítica de células bacterianas como partículas alvo e foi demonstrado que este processo é 

variável no que diz respeito ao número de bactérias engolfadas e o tempo necessário para a 

depuração de cada bactéria pelo mesmo fagócito. Essa variabilidade no potencial fagocítico 

está extreitamente relacionado à capacidade de defesa do hospedeiro (ESTEBAN; 

MESEGUER, 1994). O processo da fagocitose é estimulado pela interação de moléculas de 

superfície alvo ou PAMPs com os receptores de reconhecimento padrão presentes nas células 

fagocíticas como abordado inicialmente neste contexto (DESJARDINS; HOUDE; GAGNON, 

2005). A superfície dos fagócitos possui muitos receptores que são capazes de reconhecer e 

decodificar seus ligantes cognatos expressos na superfície do alvo e desencadear o 

englobamento. Esses receptores podem reconhecer diretamente partícula ou reconhecer alvos 

que são revestidos com moléculas opsonizadas. Inicialmente, esses ligantes eram referidos 

como PAMPs, na verdade, há uma necessidade de incluir nestes padrões o reconhecimento de 

bactérias comensais e células apoptóticas e necróticas. Por esta razão, um termo mais 

abrangente de padrão molecular (MP) foi proposto retirando o termo que priva esta molécula 

apenas a patógenos (MORETTI; BLANDER, 2014). Vários tipos de receptores de 

reconhecimento de padrões estão envolvidos na identificação de fatores estranhos em 

vertebrados e invertebrados (AKIRA, 2006). Entre esses receptores de diferentes origens 

evolutivas estão os receptores TLRs em particular o TLRs 4 que tem afinidade por LPS 

(KAISER, 2010).  

Em macrófagos de tilápias-do-nilo foi demonstrado que os lisossomos se fundem 

com fagossomas e formam fagolisossomas na infecção por A. hydrophila, e que parte deste 

processo está correlacionado com a atividade da enzima fosfatase ácida, provando a 

semelhança deste mecanismo com células homólogas de mamíferos (FERNANDES et al., 

2019). Além disso, a fagocitose é conhecida por desencadear vários mecanismos 

antimicrobianos. Indiscutivelmente, o mais importante e bem conhecido desses mecanismos 

envolvem a produção de radicais superóxido e óxido nítrico, que são conhecidos por depurar 

os microrganismos ingeridos contidos nos fagolisossomos (NEUMANN et al., 2001). 

Devido à importância desses processos, muitos patógenos intracelulares 

desenvolveram mecanismos para superar as defesas dos macrófagos, e sobreviver na forma 

intracelular, usando essas células imunes como veículo e estratégia para a disseminação para 

diferentes tecidos do hospedeiro. As infecções por patógenos causam importantes prejuízos 
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para populações antimicrobianas e fagocíticas de peixes, sendo de grande interesse 

compreender as respostas fagocíticas desta espécie e os mecanismos pelos quais os agentes 

patogênicos aquáticos são capazes de superar a atividade dos MΦs (ESTEBAN et al., 2015). 

 

2.3 Princípios gerais da resposta imune inata e adquirida em aves 

O sistema imune das aves é funcionalmente semelhante ao dos mamíferos, 

constituído por dois sistemas que apesar de ser dividido em inato e adquirido, ambos atuam 

em sinergismo, em uma lógica sequencial de eventos moleculares e celulares com a defesa e 

sobrevivência do hospedeiro (FERNANDES et al., 2013). Durante a evolução dos seres 

vivos, o sistema imune inato foi o primeiro mecanismo a se especializar na defesa do 

hospedeiro, e está presente em invertebrados e vertebrados inferiores e superiores (ABBAS; 

LICHTMAN; PILLAI, 2015). A imunidade inata é composta por mecanismos que incluem 

barreiras físicas, tais como a pele, pena, mucosas e moléculas químicas como peptídeos 

antimicrobianos, citocinas, moléculas do sistema complemento, células especializadas, os 

leucócitos mononucleares (linfócitos, monócitos e células NK) e polimorfonucleares 

(neutrófilos, basófilos e eosinófilos), além dos tecidos e órgãos linfoides (OLÁH; VERVEDE, 

2008). 

A resposta imune inata das aves pode ser dividida em resposta imune inata, que 

representa a primeira linha de defesa do organismo após o rompimento das barreiras físicas, 

químicas e biológicas iniciais, e a resposta imune adaptativa (OLÁH; VERVEDE, 2008). A 

resposta imune inata envolve a participação de células fagocíticas, moléculas do sistema 

complemento, anticorpos naturais e células não linfóides (ETO et al., 2012). Por outro lado, a 

resposta imune adaptativa é o resultado da cooperação entre linfócitos T e B, células 

apresentadoras de antígenos e anticorpos específicos, e tem duas propriedades básicas sendo a 

especificidade e a memória imunológica (FERNANDES et al., 2013). A especificidade é a 

capacidade da molécula de anticorpo e dos receptores de membrana dos linfócitos T se 

ligarem ao antígeno específico. Enquanto a memória imunológica é um fenômeno relacionado 

à expansão clonal, ocorrendo a diferenciação de dois clones de células: efetoras e de memória, 

a partir de um linfócito B ou T específico para um antígeno. As células de memória são 

células que têm a mesma especificidade do linfócito B do qual são originadas e sobrevivem 

no organismo por um longo período de tempo (FELLAH; JAFFREDO; DUNON, 2008).  
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A reposta imune inata é composta de células fagocíticas, moléculas do sistema 

complemento e anticorpos naturais da classe IgM (KAISER, 2010). A fagocitose ocorre 

diretamente por meio de receptores de membrana dos fagócitos, ou por opsonização dos 

microrganismos e por anticorpos ou moléculas do complemento (TIZARD, 2010). A 

opsonização via anticorpos e molécula C1q do complemento interligam a resposta imune 

inata à resposta imune adaptativa, colaborando para a eliminação e neutralização do patógeno 

ou agente agressor (SCOTT, 2004). Desta forma a resposta imune adaptativa pode 

potencializar a resposta imune inata, facilitando a captura e fagocitose do microrganismo 

(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Por outro lado, a resposta imune inata estimula a 

reposta imune adaptativa por meio da captura do antígeno por células especializadas, 

conhecidas como APCs, que apresentam peptídeos antigênicos aos linfócitos T, via moléculas 

de histocompatibilidade principal, e estimulam a ativação e produção de anticorpos pelos 

linfócitos B (MITCHELL; JOHNS, 2008).  

A resposta imune adaptativa pode ser subdividida em resposta imune humoral e em 

resposta imune celular (ABBAS; LICHTMAN; SHIV, 2015). A primeira tem como 

moléculas efetoras os anticorpos produzidos pelos plasmócitos (VOGT, 2005). A resposta 

imune humoral é em parte, dependente dos linfócitos T auxiliares (CD4+), especificamente a 

população de células efetoras auxiliares do tipo 2 (T helper 2, Th2). Esta resposta é mais 

eficiente na eliminação de microrganismos extracelulares (ERF, 2008; MURPHY, 2014). A 

imunidade celular é dirigida contra patógenos intracelulares (vírus, bactérias e parasitas 

intracelulares) ou contra células alteradas do próprio organismo. Esta resposta é dependente 

de linfócitos T CD4+ sub-população efetora Th1, linfócitos T CD8+ (citotóxico) e células NK 

(OLÁH; VERVEDE, 2008). 

As respostas imune celular e humoral estão ligadas aos órgãos e tecidos linfoides, e 

nas aves, os leucócitos, trombócitos e eritrócitos são gerados na medula óssea. Assim, o local 

onde os eritrócitos, os heterófilos, basófilos e eosinófilos e monócitos sofrem o processo de 

desenvolvimento e maturação e migram para a circulação sistêmica e para tecidos e órgãos 

linfóides secundários (ETO et al., 2012).  
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2.3.1 Resposta imune humoral em aves  

Na resposta imune humoral, os anticorpos são produzidos pelos linfócitos B e podem 

reconhecer antígenos por meio de imunoglobulinas de membrana, semelhante ao que ocorre 

em mamíferos (FERNANDES et al., 2013). As imunoglobulinas presentes nas aves são a 

IgM, IgY e IgA (MACARI; FURLAN; GONZALES, 2002).  

A IgM é o primeiro anticorpo a aparecer após uma infecção assim como a IgA, sendo 

que esta última se encontra presente nas secreções e mucosas. A classe IgY é classificada nas 

aves como sendo IgG e IgE dos mamíferos e aparecem posteriormente, além de ser mais 

específica para reconhecimento pelo linfócito B e produção de anticorpos (MORGULIS et al., 

2002).  

As citocinas presentes na resposta imune humoral são IL-4, IL-5, IL-10 e o fator de 

crescimento transformador - β (TGF-β) (SCOTT, 2004). Em aves a IL-6 é responsável pela 

diferenciação das células B em plasmócitos secretores de anticorpos (RATCLIFFE, 2002). As 

citocinas IL-5 e IL-15 foram identificadas em aves e atuam na resposta humoral, na 

diferenciação das células B nos tecidos linfóides associado ao trato gastrointestinal (GALT) 

(HIROI et al., 2000; RATCLIFFE, 2002). 

 

2.3.2 Mecanismos de transferência de anticorpos maternais em aves 

A transferência de anticorpos maternos nas aves ocorre através da passagem de 

anticorpos para a gema do ovo em desenvolvimento (CHALGHOUMI et al., 2009). A 

transferência ocorre em duas etapas (HAMAL et al., 2006), sendo que a primeira tem início 

com a deposição de anticorpos na gema, utilizando receptores para IgY localizados nos 

capilares presentes nos folículos ovarianos, que capturam estas moléculas da circulação 

sanguínea materna (WEST; HERR; BJORKMAN, 2004). A proporção de IgY depositada no 

folículo é proporcional a quantidade presente no soro materno. A porcentagem de IgY 

transferida do plasma materno para a gema é de 30%, enquanto apenas 1% de IgM e IgA são 

depositadas na clara, através dos tecidos linfóides ligados as mucosas do oviduto (HAMAL et 

al., 2006).  

A transferência de anticorpos na segunda etapa é feita no saco da gema para o 

embrião em formação. Acredita-se que os anticorpos IgY sejam transferidos por difusão do 

saco da gema para a circulação embrionária. A transferência de IgY inicia-se no 7° dia do 

estágio embrionário e aumenta progressivamente do 14° ao 21° dias da vida intra-ovo 
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(CARLANDER, 2002). A IgA e IgM são imunoglobulinas predominantes na clara do ovo e 

sua taxa de transferência da circulação maternal sistêmica para a prole é de 1% (FAULKNER 

et al., 2013) 

 

2.3.3 Aplicação da IgY na imunoterapia e imunodiagnóstico  

As aves produzem anticorpos com alto grau de afinidade contra antígenos de 

mamíferos, devido à distância filogenética entre aves e mamíferos (CHACANA et al., 2004; 

SPILLNER et al., 2012). A IgY reconhece mais epítopos quando o imunógeno utilizado é 

uma proteína de mamífero altamente conservada o que pode resultar na amplificação do sinal 

(CARLANDER, 2002; MUNHOZ et al., 2014). Estudos mostraram que as aves têm 

anticorpos com 3 a 5 vezes mais afinidade para anticorpos de suínos do que a IgG de coelho, 

amplificando o sinal no teste imunológico (OLOVSSON; LARSSON, 1993; MUNHOZ et al., 

2014). 

Estas características mostraram vantagens substanciais da tecnologia IgY em muitas 

áreas médicas, especialmente para imunodiagnóstico. Os anticorpos IgY específicos 

demonstraram serem efetivos contra ampla variedade de antígenos incluindo proteínas, 

componentes de vírus, bactérias e fungos (SCHADE et al., 1994; MUNHOZ et al., 2014). 

Devido a especificidade dos anticorpos IgY para a ligação e inativação de moléculas 

tóxicas ou antígenos (KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004), estes podem ser 

utilizados para diagnóstico, terapia e inativação de substâncias (TAVARES et al., 2013). Os 

anticorpos específicos, policlonais ou monoclonais, são obtidos principalmente de mamíferos 

(NARAT, 2003; TAVARES et al., 2013). De maneira alternativa, os anticorpos purificados 

da gema de ovos de galinhas poedeiras imunizadas, a IgY tem propriedades distintas que 

podem ser exploradas em vários campos de pesquisa, imunoterapia e estudos de proteômica 

(KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004; MUNHOZ et al., 2014). 

A IgY tem massa molecular de aproximadamente 160 kDa, apresenta ponto 

isoelétrico variando entre 5,7 e 7,6 e é constituída por duas cadeias leves e duas cadeias 

pesadas. Cada cadeia leve apresenta massa molecular de aproximadamente 18 kDa, é formada 

por uma região variável e uma região constante. A cadeia pesada tem uma massa molecular 

de 65 kDA e é formada por uma região variável e quatro regiões constantes. Como ocorre na 

IgG de mamíferos a região Fc da IgY aviária é responsável por suas funções biológicas 
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efetoras como a fixação do complemento e opsonização (CARLANDER, 2002; MUNHOZ et 

al., 2014).  

O uso da IgY representa uma alternativa interessante para o controle e prevenção de 

enfermidades infecciosas em peixes, além de sua produção ter baixo custo, podendo ser 

produzida em grandes escalas, e não é necessário eutanasiar a ave (CHACANA, 2004; BAE 

et al., 2009; ETO et al., 2018).  

A porção Fc da IgY não ativa o sistema complemento, nem apresenta reações 

cruzadas com fatores reumatóides. Assim, minimizam as falsas reações positivas quando são 

avaliados marcadores de inflamação como a proteína C reativa, uma característica importante 

para o estudo dos processos inflamatórios. Além disso, a IgY apresenta menor fluorescência 

inespecífica em preparações imunofluorescentes (ETO et al., 2018) e também pode ser usada 

na maioria dos testes de aglutinação (MUNHOZ et al., 2014). 

Galinhas poedeiras inoculadas com antígenos bacterianos transferem anticorpos 

específicos da classe IgY para gema do ovo (MORRISON et al., 2001). A imunoglobulina 

pode ser purificada e transferida para imunização do hospedeiro (CHACANA et al., 2004; 

MUNHOZ et al., 2014).     

A transferência passiva de IgY como método profilático contra doenças infecciosas 

neutraliza a aderência de agentes microbianos aos tecidos alvo, como observado em estudos 

sobre a profilaxia de diarréia de leitões por Escherichia coli, em micoses causadas por 

Candida albicans, a cinomose de cães e contra toxinas de venenos de animais peçonhentos 

(CHALGHOUMI et al., 2009). O tratamento com anticorpos IgY, específicos para antígenos 

de Edwarsiella sp., administrados diretamente na água, apresentou níveis relevantes de 

proteção em enguias japonesas (HATTA et al., 1994). Em trutas arco-íris a administração de 

IgY anti-Yersinia ruckeri na ração resultou na proteção contra infecção (LEE et al., 2000). Os 

anticorpos IgY específicos na profilaxia e terapêutica das infecções estreptocócicas, poderiam 

reduzir a resistência causada pelo uso indiscriminado de antibióticos (CHACANA et al., 

2004). 

Posto isso, a maioria das enfermidades bacterianas dos peixes de cultivo tem como 

agentes bacterianos comensais, causando infecção ao hospedeiro em função da 

imunossupressão causada pelo estresse (MORAES; MORAES, 2009). Por isso, a efetividade 

da resposta imune aos agentes bacterianos dependente dos níveis de estresse a qual os peixes 
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são submetidos. Este tipo de problema não afetaria a efetividade da imunização produzida 

pela transferência passiva de anticorpos IgY específicos.    
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3 OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo central do presente estudo é a produção e purificação da imunoglobulina 

Y extraída da gema de ovo de galinhas poedeiras, específica para proteínas de membrana e 

citoplasmática da Aeromonas hydrophila e sua utilização no imunodiagnóstico, assim como 

investigar o potencial imunoterapêutico da IgY anti-A. hydrophila na atividade 

fagolisossômica de MΦs de tilápias-do-nilo (O. niloticus) infectados com A. hydrophila in 

vitro. 

 

3.1 Objetivos Específicos 

1- Separar e purificar as frações citoplasmáticas e de membrana de células bacterianas de A. 

hydrophila; 

2- Produzir e purificar anticorpos IgY monoespecíficos policlonais em galinhas poedeiras 

inoculadas com as frações citoplasmática e de membrana de A. hydrophila e avaliar o índice 

de avidez, afinidade e especificidade da IgY produzida até 150 dias; 

3- Utilizar a IgY específica para proteínas de A. hydrophila no imunodiagnóstico, com as 

técnicas de imunofluorescência direta e imuno-histoquímica, além de avaliar o perfil 

fisiopatológico em tecidos infectados de tilápias-do-nilo com A. hydrophila; 

4- Isolar, cultivar e caracterizar MΦs da bexiga natatória de tilápias-do-nilo utilizados in 

vitro como modelo experimental; 

5- Investigar in vitro a capacidade fagocítica dos MΦs de tilápias-do-nilo desafiadas com A. 

hydrophila, comparando a ação do anticorpo IgY anti-A. hydrophila na neutralização e 

opsonização da bactéria; 

6- Demonstrar a fagocitose na presença ou não de IgY anti-A. hydrophila, pelas técnicas de 

microscopia eletrônica de varredura, transmissão e fluorescência direta e 

7- Testar os efeitos moduladores da IgY anti-A. hydrophila na atividade lisossômica e 

fagolisossômica, e por fim na viabilidade intracelular do patógeno e na atividade/proliferação 

dos MΦs durante o percurso da infecção nos tempos de 6, 24 e 48 horas. 
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CAPÍTULO II – Imunoglobulina Y no diagnóstico da infecção por Aeromonas 

hydrophila em tilápias-do-nilo (Oreochromis niloticus) 

Artigo publicado na revista Aquaculture, intitulado como “Immunoglobulin Y in the 

diagnosis of Aeromonas hydrophila infection in Nile tilapia (Oreochromis niloticus)”, volume 

500, páginas 576-585, 2019. 

RESUMO 

 

A bactéria A. hydrophila é um bastonete, Gram-negativa, móvel e de vida aquática, infecta 

dentre as espécies os peixes, mamíferos e humanos. Devido à importância deste patógeno para 

a sanidade aquícola e saúde pública, o presente estudo produziu uma imunoglobulina Y 

específica, imunizando galinhas poedeiras com proteínas celulares de A. hydrophila e testou 

sua eficácia na detecção desta bactéria pelo método de imunofluorescência direta e imuno-

histoquímica indireta nos tecidos de tilápias-do-nilo infectados. A IgY produzida teve 

especificidade e afinidade para as proteínas de membrana e citoplasmática de A. hydrophila, 

essas peculiaridades, possibilitaram a localização intracelular da bactéria e suas proteínas no 

fagossoma dos fagócitos e extracelular colonizando o tecido do hospedeiro. Desta forma, os 

achados trouxeram uma nova perspectiva no uso da IgY para o diagnóstico e estudo da 

patogênese por A. hydrophila e mostrou a tilápia-do-nilo como biomodelo de estudo para esta 

enfermidade.   

Palavras-chaves: Imunodiagnóstico. Anticorpo. Aeromonose. Teleósteo. Sepse. 

 

ABSTRACT 

 

A. hydrophila are rod-shaped, Gram-negative, motile aquatic bacteria that can infect fish and 

mammals, including humans. Due to the importance of this pathogen for fish farming and 

public health, the present study produced a specific immunoglobulin (Ig) Y by immunizing 

laying hens with A. hydrophila cell proteins. The antibody efficacy in detecting A. hydrophila 

was tested by direct immunofluorescence and indirect immunohistochemistry using tissues 

from infected Nile tilapia. The produced IgY exhibited specificity and affinity for membrane 

and cytoplasmic A. hydrophila proteins, which enabled detection of the intracellular 

localization of the bacteria and their proteins within the phagosomes of phagocytes and 
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detection of extracellular bacteria colonizing host tissues. Thus, the findings offer a new 

perspective on the use of IgY for the diagnosis and analysis of A. hydrophila pathogenesis, 

and the Nile tilapia is an appropriate biomodel to study this disease.    

Keywords: Immunodiagnosis. Antibody. Aeromonosis. Teleost. Sepsis. 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

A A. hydrophila pertence à família Aeromonadaceae é Gram negativa, possui 

cápsula, é aeróbia e anaeróbia facultativa, tem forma de bastonete móvel, possui flagelos 

polares e não produz esporos (JANDA; ABBOTT, 2010). A infecção por A. hydrophila 

inicia-se com a aderência, invasão, colonização e disseminação sistêmica para os órgãos 

vitais, com instalação do quadro da síndrome inflamatória sistêmica, seguido de falência 

orgânica múltipla e morte do hospedeiro (PARKER et al., 2011). A bactéria é considerada a 

mais virulenta dentre o complexo das Aeromonas móveis (RHODES et al., 2000). Além 

disso, está associada às doenças humanas como patógeno veiculado à água e alimentos 

contaminados (ZHANG et al., 2016). Na tilápia-do-nilo a infecção por A. hydrophila é 

caracterizada por úlceras dérmicas, lesões hemorrágicas nas nadadeiras e sua disseminação 

nos tecidos causam inflamação, necrose e falência múltipla dos órgãos (STRATEV et al., 

2015). 

A migração da A. hydrophila para os órgãos vitais está sob a regência direta dos 

fatores de virulência como a cápsula de polissacarídeo, lipopolissacarídeo, exotoxinas, 

enzimas extracelulares, fímbrias e flagelos entre outros (TOMÁS, 2012). A primícia, a 

cápsula de polissacarídeo e a enzima dismutase têm função de evasão dos mecanismos 

fagocíticos, através do bloqueio físico e químico respectivamente da atividade 

fagolisossômica, resultando na sobrevivência intracelular no fagócito do hospedeiro (ZHANG 

et al., 2003).  Todos estes mecanismos de virulência operam na capacidade da A. hydrophila 

em sobreviver e colonizar o tecido do hospedeiro, desta forma o desenvolvimento de 

biomarcadores para o diagnóstico e estudo do mecanismo da migração são essenciais para o 

entendimento da doença. 

Revisões bem fundamentadas têm relatado a eficácia da IgY das aves, como 

biomarcadora para o diagnóstico de doenças infectocontagiosas (CHALGHOUMI et al., 

2009) e neoplásicas (XIAO et al., 2008). No tratamento de infecções microbianas em 
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organismos aquáticos foi demonstrado para Vibrio anguillarum em Cynoglossus semilaevis 

(GAO et al., 2016), Shewanella marisflavi em Apostichopus japonicus (XU et al., 2019) e 

para o tratamento do Vírus da Síndrome da Mancha Branca em camarão (LU et al., 2008). A 

IgY é produzida nos órgãos linfóides secundários das aves, após o estímulo antigênico (ETO 

et al., 2012) e transferida da circulação sistêmica para a gema, por translocação via receptores 

específicos para a fração constante (Fc) da IgY presentes nas células endoteliais dos vasos 

sanguíneos que circundam o ovócito (TESAR et al., 2013). A produção de anticorpos em aves 

está diretamente relacionada ao bem estar animal, visto que a IgY é extraída e purificada da 

gema de galinhas poedeiras, sem a necessidade de sangria ou sacrifício do animal como 

ocorre na produção de poli/monoclonal em mamíferos (ANDRADE et al., 2013). A IgY da 

ave é funcionalmente semelhante a IgG de mamíferos e teve efetividade superior quando 

aplicada para a imuno-histoquímica (IHC) (MUNHOZ et al., 2014) e imunofluorescência 

(IMF) (BENTES et al., 2015), por não apresentar reação cruzada com os fatores reumatóides 

de espécies filogeneticamente distantes, reduzindo assim, as reações falso positivas para 

ensaios imunológicos (DIAS DA SILVA; TAMBOURGI, 2010). 

Devido a estes fatos e a importância da A. hydrophila como patógeno na saúde 

animal e humana, uma IgY específica para proteínas bacterianas de A. hydrophila foi 

produzida, para o diagnóstico e estudo do percurso infeccioso desta bactéria na tilápia-do-nilo 

como modelo experimental.   

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Comitê de ética 

O experimento foi realizado de acordo com o Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA), aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA/ FCAV/ UNESP protocolo número 017204/15). 

 

2.2 Preparação do antígeno 

A cepa de A. hydrophila (número de acesso GenBank: MH305534.1) foi cultivada e 

a separação de proteínas realizada de acordo com Sato et al. (2016) com modificações. 

Resumidamente, a bactéria foi semeada em meio caldo triptona de soja (TSB) (Difco, Detroit, 

MI, USA), incubada por 24 h, a 28 °C, e o meio de cultura removido por centrifugação por 10 
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min a 10.000 xg, e o pellet bacteriano lavado com PBS 0.15 M pH 7,4 e suspenso em Tris 

HCl 50 mM pH 7,8 a uma densidade de 10
8
 UFC/mL. Na sequência, as células foram lisadas 

no sonicador ultrassônico Sonifier 250 (Branson Ultrasonics, Danbury, CT, USA) e as células 

intactas foram removidas por centrifugação durante 20 min a 2.000 xg e o sobrenadante 

filtrado em filtro 0,22 µm, seguido de ultracentrifugação (Beckman, Optima L-80 K) durante 

2 h a 100.000 xg. O pellet contendo as proteínas de membrana (PMs), e o sobrenadante com 

as proteínas citoplasmáticas (PCs) foram dosados pelo método de Bradford (1976) e 

armazenados a -70 °C.  

  

2.3 Imunização e coleta de soro e gema das aves 

Vinte galinhas poedeiras da linhagem White Leghorn (Gallus gallus domesticus) 

com 20 semanas de idade, foram mantidas em gaiolas individuais em temperatura ambiente 

com 17 h de luz/dia com água potável na temperatura ambiente entre 26-29 ºC e ração 

comercial de postura a vontade. As aves imunizadas (n= 10) (IgY específica), receberam a 

fração bacteriana total contendo as PMs e PCs de A. hydrophila na concentração de 100 

µg/mL, no volume de 200 µL, diluído em PBS 0.15 M pH 7.4, conjugado com o mesmo 

volume de adjuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), injetado em 

dois pontos distintos do músculo peitoral e as aves controle (n= 10) (IgY inespecífica), 

inoculadas apenas com solução de cloreto de sódio esterilizada a 0,65%. Após a primeira 

imunização no dia 0, duas doses reforço foram feitas com 30 e 90 dias e a coleta de sangue e 

ovos procedeu-se nos dias 0, 15, 30, 60, 90, 120 e 150°.  

 

2.4 Análise do título da IgY 

O título da IgY específica e inespecífica para PMs e PCs de A. hydrophila foi 

determinado por ensaio imunoenzimático indireto (ELISA) de acordo com Shi et al. (2017). A 

placa de microtitulação foi pré-sensibilizada com as frações PMs e PCs na concentração de 10 

µg/mL. Os soros das aves imunizadas e o controle foram diluídos na proporção de 1:2.000 e 

adsorvidos no volume de 200 µl/poço. A IgG de coelho anti-IgY ligada à peroxidase (Sigma-

Aldrich, St. Louis, EUA, diluição 1:30.000) foi usada como anticorpo secundário. A reação 

foi revelada com substrato/cromógeno (H2O2/ABST) e a leitura realizada em leitor de 

microplaca (Molecular Devices SpectraMax, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) a 640 

nm.  
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2.5 Afinidade da IgY 

Após a incubação do soro como descrito no item anterior a placa foi lavada e foram 

adicionados 100 µL/poço de cloreto de magnésio 2 M, e na amostra controle 100 µL/poço de 

PBS. Após 30 min em temperatura ambiente, a placa foi lavada com PBS-Tween e adicionado 

100 µL/poço de IgG de coelho anti-IgY e incubado por uma hora, em temperatura ambiente. 

Os poços foram lavados e adicionados 100 µL/poço de substrato/cromógeno (H2O2/ABTS) e 

absorbância medida a 640 nm. Os valores foram transformados em índice de afinidade.  

 

2.6 Purificação da IgY  

Os anticorpos IgY foram purificados de acordo com a metodologia descrita por 

Pauly et al. (2011). A gema do ovo foi diluída 3 vezes em polietilenoglicol (PEG) (Sigma 

Aldrich Laboratory, Steinheim, Alemanha) na concentração de 4,66% e centrifugada a 10.000 

xg, por 15 min à 4 ºC. Após, o sobrenadante foi filtrado e diluído em PEG a 48% e novamente 

centrifugado a 10.000 xg 15 minutos à 4 ºC. O sobrenadante foi descartado e o sedimento 

ressuspenso em 2 mL de PBS 0,15 M pH 7,2 e dialisado em solução salina 1% durante 18 h a 

temperatura de 4 ºC, sob agitação contínua. 

 

2.7 SDS-PAGE 

A pureza da IgY e as proteínas bacterianas foram avaliadas por meio de eletroforese 

de gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) de acordo com Laemmli 

(1970). O extrato da IgY (20, 40 e 80 µg/mL) e das proteínas bacterianas (8.0 µg/mL) foram 

adicionados ao gel SDS-PAGE a 9,0% em tampão tris-glicina e corados com Coomassie 

brilhante azul R 0,25% (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e analisados em software Image Lab 

(Bio-Rad, Hercules, CA, EUA).  

 

2.8 Western blotting 

O gel com as proteínas foi transferido para membrana de nitrocelulose (Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA) sob voltagem constante (90 V), a 4 ºC, durante uma h. A seguir a 

membrana foi incubada com PBS-leite (Molico, Nestlé Brazil, São Paulo, Brazil) a 10% 0,25 

M pH 7.2, em temperatura ambiente, por 2 h, sob agitação contínua, lavada com PBS-Tween 

20 0,1% e, incubada sob agitação por 2 h, com solução IgY anti- A. hydrophila (1 mg/mL), 

dissolvida em PBS na proporção de 1:2.000, lavada com PBS-Tween 20 0,1%, e o 



64 
 

conjugado anti-IgY peroxidase, diluído em PBS 0,25 M pH 7,2 a 1% na proporção de 

1:2.000, adicionado a membrana e incubado por uma h, sob agitação em temperatura 

ambiente. Em seguida a membrana foi novamente lavada com PBS-Tween 20 0,1%, e o 

substrato 3,3'-diaminobenzidina (DAB, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) incubado. A reação 

foi bloqueada com adição de água destilada deionizada e a membrana escaneada e analisada 

com Image Lab software (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). 

 

2.9 Sensibilidade da IgY  

A sensibilidade da IgY específica e inespecífica reagente com as PMs e PCs, foi 

realizada em placa de microtitulação, para tal foram adicionadas quatro concentrações das 

proteínas 5, 10, 15 e 20 µg/mL incubadas durante 18 h à 4 ºC. Como anticorpo primário a IgY 

específica e inespecífica foram adicionadas nas mesmas concentrações das proteínas. Outras 

etapas do procedimento foram realizadas de acordo com o item 2.4. 

 

2.10 Conjugação da IgY com FITC 

Os extratos purificados da IgY específica e inespecífica, foram conjugados com o 

isotiocianato de fluoresceína (FITC) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) seguindo a 

recomendação do fabricante. De maneira que a solução de 1 mg/mL de FITC foi preparada e 

50 µL adicionado lentamente em uma solução na concentração de 1 mg/mL da IgY diluída 

em PBS 0,15M pH 7,4 deixado em rotação por 4 h a 4 °C. Em seguida a solução foi saturada 

com 1% de albumina bovina (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) e a reação bloqueada com 

solução de nitrato de amônia (NH4) 25 mM. Na sequência foi adicionado xileno cianol e a 

solução filtrada em coluna de resina Sephadex G-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) e a 

fração contendo a IgY conjugada foi coletada e armazenada a -20 °C. 

  

2.11 Obtenção dos tecidos infectados 

Tilápias-do-nilo (180,5 ± 7g, n= 10) foram distribuídas aleatoriamente em dois 

tanques com capacidade para 1.500 L cada (5 peixes/ tanque). No período experimental, a 

qualidade da água permaneceu na faixa de conforto do peixe (DO: 7,0 ± 0,5 mg L
-1

; T °: 25,0 

± 1,2 °C; pH: 7,2 ± 0,5; e condutividade: 141,4 ± 15,8 S cm
-1

). Foi usada uma sonda de 

parâmetro (YSI Models 55-63, Chicago, EUA). Os peixes foram anestesiados por imersão em 

solução de benzocaína (Sigma-Aldrich Laboratory, Steinheim, GER) (1: 20.000 v/ v) diluído 
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em etanol a 98% (0,1 g / mL) e desafiados com a dose letal 50 (DL50) pré-determinada com 

cepa viva de A. hydrophila (aproximadamente 1,8 × 10
9
 UFC/mL), inoculada na bexiga 

natatória no volume de 100 µL/peixe, o grupo controle (n= 10) recebeu 100 µL/peixe de 

solução de cloreto de sódio esterilizada a 0,65%. Após 48 h os peixes foram eutanasiados e 

submetidos à anestesia com benzocaína (Sigma Aldrich Laboratory, Steinheim, Alemanha) 

diluída em etanol a 98% (1:500 v/v). 

  

2.12 Exame histopatológico 

Fragmentos de pele, baço, fígado, rim, brânquia, coração e cérebro foram coletados e 

fixados em formaldeído 10% em tampão fosfato por 24 h. Estas amostras foram submetidas 

ao processamento histológico de rotina. Em resumo, as secções de bloco de parafina com uma 

espessura de 5 µm foram cortadas e montadas em lâminas e corados com hematoxilina-eosina 

(H&E). 

 

2.13 Imunofluorescência 

O método de imunofluorescência foi feito em tecido parafinizado de acordo como 

descrito por Robertson et al. (2008). Os cortes do tecido foram desparafinizados e hidratados 

e a recuperação antigênica feita em calor úmido com tampão tris EDTA pH 7,4, por 10 min. 

Seguiu-se o bloqueio da peroxidase endógena, durante uma h, seguido de um banho em 

tampão tris HCl pH 7,4, por 5 min e um novo bloqueio dos sítios inespecíficos. As lâminas 

dos tecidos foram incubadas com 1:2.000 de IgY específica e com IgY inespecífica, 

conjugadas com FITC e incubadas por 18 h em câmera escura e úmida à 4 °C. As lâminas 

foram lavadas com PBS-Tween 20 e o núcleo foi marcado com 4',6'-diamino-2-fenil-indol 

(DAPI, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EUA), montadas com Fluoromount e analisadas 

em microscópio de fluorescência (série Olympus BX56; Olympus Life Ciência, Center 

Valley, PA, EUA). 

 

2.14 Imuno-histoquímica 

A imuno-histoquímica foi realizada de acordo com Eto et al. (2018). A 

desparafinização, recuperação antigênica e os bloqueios, foram executados como descrito no 

item 2.13. Após os bloqueios e lavagem, a lâmina foi incubada com a IgY específica e IgY 

inespecífica, na diluição de 1:1.000, durante 18 h à 4 °C. Em seguida, o anticorpo IgG de 
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coelho anti-IgY ligado a peroxidase na diluição de 1:2.000 foi incubado por 2 h e revelado 

com substrato DAB. As lâminas foram montadas e analisadas em microscopia de luz e as 

imagens capturadas Olympus Stream Software (Olympus Life Science, Center Valley, PA, 

EUA). 

 

2.15 Análise estatística 

Os resultados foram analisados pelo ANOVA e teste de Tukey a um nível de 

significância de 5% (SNEDECOR; COCHRAN, 1974). 

 

3 RESULTADOS 

 

3.1 Produção e caracterização da IgY  

 

A IgY específica para PMs e PCs de A. hydrophila foi detectada no soro das aves 

imunizadas no 15° dia após o primeiro inóculo, e os títulos séricos tiveram aumentos 

significativos no 60º dia após o segundo estímulo e com 120-150° dias posteriores ao terceiro 

estímulo, observados para as duas frações protéicas (Figuras 1a-c). O índice de avidez da IgY 

anti- A. hydrophila foi progressivo e teve aumento entre os 120-150° dias para as PMs e PCs 

(Figuras 1b-d). A eficácia do método de purificação das proteínas bacterianas, assim como o 

potencial multiespecífico da IgY estão mostrados na Figura 1e, no gel de SDS-PAGE a 

separação das PMs-PCs de A. hydrophila e no western blot a IgY específica foi reativa para 

30 massas moleculares presentes nas PMs e 28 para as PCs. A IgY no extrato purificado foi 

identificada através do peso das massas referentes a cadeia pesada (76,8 kDa) e leve (22., 

kDa), expressas no SDS-PAGE e confirmada através da imunomarcação positiva para a Fc no 

western blot (Figura 1f). 
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Figura 1 - Caracterização da IgY anti-A. hydrophila produzida nas aves. (a-c) Produção sistêmica de 

anticorpos e em (b-d) índice de avidez para proteínas de membrana (PMs) e 

citoplasmáticas (PCs). (e) SDS-PAGE das PMs e PCs e western blot da especificidade da 

IgY anti- A. hydrophila. (f) Extrato purificado da gema, pool de ovos 150 dias após a 3º 

imunização, seta aponta para imunomarcação positiva para a fração constante (Fc) da 

IgY. Médias com respectivo desvio padrão, letras diferentes os valores se diferem pelo 

método de Tukey (p<0,05). P: padrão bio-rad. 

 

 
Fonte: Elaborado pela autora 
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3.2 Concentração detectora da IgY  

As concentrações entre 5, 10, 15 e 20 µg/mL da IgY específica testadas foram 

eficazes em detectar as concentrações equivalentes das PMs e PCs. A concentração de 20 

µg/mL da IgY anti-A. hydrophila teve maior amplitude na detecção destas proteínas in vitro 

em relação às demais concentrações, enquanto que a IgY inespecífica não apresentou 

reatividade ou valores significativos (Figura 2). 

Figura 2 - Teste de sensibilidade in vitro da IgY anti-A. hydrophila. (a) Proteínas de membrana (PMs) 

e (b) citoplasmática (PCs) de A. hydrophila. Eixo superior, diferentes concentrações da IgY 

e no eixo inferior concentrações homólogas de proteínas bacterianas. Médias com 

respectivo desvio padrão, letras diferentes os valores se diferem pelo método de Tukey 

(p<0,05). 

 
Fonte: Elaborado pela autora 
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3.3 Pele  

Após 48 horas do inóculo da A. hydrophila na bexiga natatória das tilápias-do-nilo, a 

IgY anti- A. hydrophila aplicada no ensaio de IMF direta no tecido histológico parafinizado, 

permitiu observar colônias aderidas às fibras colágenas da derme (Figura 3a), assim como sua 

possível disseminação para os órgãos vitais, por via hematogênica através da microcirculação 

(Figuras 3b-c), permitindo a visualização do patógeno na forma livre e engolfado por 

fagócitos. A IHC acentuou a localização das colônias na derme (Figura 3d) e o H&E mostrou 

a associação do patógeno com as lesões hemorrágicas e ulcerativas na pele (Figura 3e). As 

imagens controle utilizando a IgY inespecífica foram negativas e não foram mostradas nestas 

e nas figuras subsequentes.  

 
Figura 3 - Pele de tilápia-do-nilo infectada com A. hydrophila. (a) Colônia imunorreativa para IgY 

anti- A. hydrophila na derme internalizada por fagócito, (b) próximo ao perímetro do 

endotélio da vênula e (c) colônias aderidas na periferia da arteríola. (d) Bastonetes difusos 

na derme. (e) Colônias na derme (ponta da seta) e na hipoderme (setas), associadas à lesão 

ulcerativa com infiltrado leucocitário na mesoderme (asterisco) e melanóforos em marrom 

(setas pontilhadas). Barra 20 µm; coloração de hematoxilina e eosina (H&E); isotiocianato 

de fluoresceína (FITC); 4',6'-diamino-2-fenil-indol (DAPI); hematoxilina de Harris (IHC) e 

3,3'-diaminobenzidina (DAB). 

    
Fonte: Elaborado pela autora 
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3.4 Baço  

No tecido esplênico as colônias de A. hydrophila estão difusas e parecem ter 

adentrado no parênquima do órgão, via veias centrais (Figura 4a) e na forma de bastonetes 

livres, entre os sinusóides esplênicos (Figura 4b). A IHC mostrou a associação dos bastonetes 

com os melanomacrófagos, próximos a uma arteríola central (Figura 4c), e a imagem 

histopatológica mostrou a lesão necrótica aguda, associada aos bastonetes, assim como a 

presença do centro de melanomacrófagos (Figura 4d). 

 

Figura 4 - Baço de tilápia-do-nilo infectada com A. hydrophila. (a) Bastonetes engolfados por 

fagócitos no interstício do órgão marcados com IgY anti- A. hydrophila e (b) formas livres 

e difusas entre os sinusóides esplênicos. (c) Bastonetes associados ao centro de 

melanomacrófagos. (d) Bastonetes difusos (asterisco) na polpa branca (WP) e polpa 

vermelha (RP) com acúmulo de hemossiderina (setas) e centro de melanomacrófagos 

(pontas das setas). Barra 20 µm; coloração de hematoxilina e eosina (H&E); isotiocianato 

de fluoresceína (FITC); 4',6'-diamino-2-fenil-indol (DAPI); hematoxilina de Harris (IHC) e 

3,3'-diaminobenzidina (DAB). 

 

Fonte: Elaborado pela autora 
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3.5 Fígado 

No sistema hepático, foram observadas colônias de A. hydrophila aderidas ao 

endotélio vascular da veia centrolobular (Figura 5a) e na Figura 5b-f mostrou o momento da 

infiltração das colônias através do endotélio vascular e a passagem da luz do vaso para o 

interstício do órgão. Outro evento importante foi à evasão das colônias para os ductos biliares 

(Figura 5c) e o acúmulo de melanomacrófagos e bastonetes envolto da mesma estrutura 

(Figura 5e). No H&E as lesões hepáticas agudas foram associadas ao patógeno e no interstício 

do órgão foi possível observar áreas de degeneração celular (Figura 5g) e alterações 

vasculares (Figura 5h).    

        

Figura 5 - Cinética da infecção por A. hydrophila no sistema hepático. (a-b) Colônias aderidas na 

periferia de uma veia centro lobular (VCL) e (f) no endotélio vascular. Em (c) colônias 

próximas ao ducto biliar (DB) e (d) bastonetes engolfados por melanomacrófagos, 

mostrados também em (e). Em (g) o H&E mostra o DB (asterisco), circundada por 

melanomacrófagos e áreas degeneradas (setas pontilhadas) e em (h) alterações vasculares 

com infiltrado leucocitário na periferia da VCL (setas) e melanomacrófagos na periferia do 

vaso (pontas das setas). Barra 20 µm; coloração de hematoxilina e eosina (H&E); 

isotiocianato de fluoresceína (FITC); 4',6'-diamino-2-fenil-indol (DAPI); hematoxilina de 

Harris (IHC) e 3,3'-diaminobenzidina (DAB).                                                

 
 

Fonte: Elaborado pela autora 
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3.6 Rim 

No rim a A. hydrophila foi vista entrando para o interior do órgão, por via 

hematogênica através de uma veia renal (Figuras 6a-c).  Além disso, observamos as colônias 

difundidas e internalizadas por fagócitos, próximos os túbulos renais (Figuras 6b-d) e 

glomérulo renal (Figura 6e). As alterações histopatológicas são características da nefrite 

aguda, como degeneração tubular e glomerular mostrada nas Figuras 6f-g. 

 

Figura 6 - Sistema renal de tilápia-do-nilo infectada com A. hydrophila. Em (a-c) difusão das colônias 

de A. hydrophila da luz da veia renal para o interstício do órgão. Imagem (b-d) colônias 

associadas aos túbulos renais e (e) nos glomérulos. (f) Acúmulo de melanomacrofágos e 

infiltrados leucocitários (ponta das setas) na periferia de uma veia central (CV) e (g) 

degeneração glomerular (asterisco) e aumento do espaço intra-capsular (setas). Barra 20 

µm; coloração de hematoxilina e eosina (H&E); isotiocianato de fluoresceína (FITC); 4',6'-

diamino-2-fenil-indol (DAPI); hematoxilina de Harris (IHC) e 3,3'-diaminobenzidina 

(DAB). 

  
Fonte: Elaborado pela autora 
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3.7 Brânquia 

A infecção do tecido branquial teve início via sistêmica através da microcirculação 

(Figuras 7a-c). As colônias livres e internalizadas por fagócitos foram vistas adentrando o 

interstício através do endotélio do seio venoso central (Figuras 7b-d). No histopatológico, foi 

observada necrose do epitélio lamelar e infiltração leucocitária (Figuras 7e-f). 

Figura 7 - Brânquia de tilápia-do-nilo infectada com A. hydrophila. Colônias difusas no interstício da 

lamela (a-c) e em (b-d) aderidos ao endotélio do seio venoso central. (e-f) Colônias 

aderidas no epitélio lamelar (setas) e infiltrado leucocitário (pontas das setas) próximos a 

veia central (CV). Barra 20 µm; coloração de hematoxilina e eosina (H&E); isotiocianato 

de fluoresceína (FITC); 4',6'-diamino-2-fenil-indol (DAPI); hematoxilina de Harris (IHC) 

e 3,3'-diaminobenzidina (DAB). 

 
Fonte: Elaborado pela autora 
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3.8 Coração 

No tecido cardíaco as colônias de A. hydrophila, estão aderidas nas fibras cardíacas e 

internalizadas por fagócitos (Figuras 8a-b). Este evento está associado com a endocardite 

bacteriana, com necrose e infiltração leucocitária nas fibras do endocárdio (Figura 8c). 

 

Figura 8 - Sistema cardiovascular de tilápia-do-nilo infectada com A. hydrophila. (a-b) Colônias de A. 

hydrophila aderidas nas fibras cardíacas e em (c) infiltrado leucocitário (pontas das setas). 

Barra 20 µm; coloração de hematoxilina e eosina (H&E); isotiocianato de fluoresceína 

(FITC); 4',6'-diamino-2-fenil-indol (DAPI); hematoxilina de Harris (IHC) e 3,3'-

diaminobenzidina (DAB). 

 

Fonte: Elaborado pela autora 

 

3.9 Cérebro 

No tecido nervoso a A. hydrophila aparece engolfada por fagócitos e na forma livre 

(Figuras 9 a-b). Na meninge foi possível visualizar os fagócitos infectados, aderidos na 

superfície do epitélio e migrando para o interior da meninge (Figura 9c) e para a região 

cerebelar (Figura 9d). A IHC confirmou as duas vias de entrada da A. hydrophila no tecido 

cerebral, via intracelular no fagócito e colônias livres através da circulação sanguínea cerebral 

(Figuras 9e-f). No H&E a meningite supurativa foi caracterizada por lesões hemorrágicas e 

infiltrado leucocitário, assim como a presença de vacúolos na região cerebelar (Figuras 9g-h).  
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Figura 9 - Tecido nervoso central de tilápia-do-nilo infectada com A. hydrophila. (a) Imunomarcação 

positiva para A. hydrophila, (b) colônias livres e em (c) fagócitos engolfados com A. 

hydrophila infiltrando as camadas mais internas da meninge e (d) na região cerebelar. A 

IHC mostra a entrada da A. hydrophila por via epitélio da meninge (e) e por via 

circulatória (f). E no H&E áreas com lesões hemorrágicas com infiltrado leucocitário 

(asterisco) e necrose (pontas das setas) em (g) e vacúolos na região cerebelar (setas) (h). 

Barra 20 µm; coloração de hematoxilina e eosina (H&E); isotiocianato de fluoresceína 

(FITC); 4',6'-diamino-2-fenil-indol (DAPI); hematoxilina de Harris (IHC) e 3,3'-

diaminobenzidina (DAB). 

 
Fonte: Elaborado pela autora 

 

4 DISCUSSÃO 

 

A princípio o método de desativação da bactéria por ultrassom sem o uso de agentes 

químicos ou físicos, como o formaldeído ou calor (GULSEREN et al., 2007) e a separação 

das frações protéicas bacterianas por ultracentrifugação (MUTHUKUMARAN et al., 2017), 

preservaram a estrutura estereoquímica das proteínas bacterianas, e este fato contribuiu para a 

produção de uma IgY com potencial multiespecífico e de afinidade progressiva paras as 

proteínas da A. hydrophila, resultando na detecção da bactéria e de suas proteínas no tecido do 

hospedeiro. A obtenção da IgY específica a partir do 15° dia da primeira dose do antígeno e 

durante os 150 dias do protocolo experimental, posto ainda que a concentração detectora 

inicial para a duas frações protéicas foi de 5 µg/mL da IgY específica, e o fato de que um ovo 

contém em média 100 mg de IgY e que galinhas botam aproximadamente 20-28 ovos por 

mês, podemos então calcular um valor entre 2-8 g de anticorpos por aves (CHACANA et al., 
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2004), no qual após o processo de purificação estima-se que 2-10% da IgY total são 

específicas para o antígeno inoculado, podendo ser produzida em grandes quantidades 

(GREUNKE et al., 2008) e sem afligir o bem estar animal.  

A IgY específica quando aplicada para a IMF direta e IHC indireta detectou a A. 

hydrophila em duas formas infectantes, seja intracelular engolfada no fagócito ou extracelular 

na forma de colônias difusas no tecido do hospedeiro. Entretanto, a IMF direta mostrou as 

formas infectantes com maior clareza, ao contrário da IHC em que a pigmentação marrom 

natural dos melanomacrófagos no baço, fígado e rim sobrepuseram a imunomarcação positiva 

da bactéria pelo substrato DAB, dificultando a leitura dos resultados. Ao contrário disso, a 

IHC mostra a imunomarcação e a localização do patógeno no tecido e sua associação com as 

lesões histopatológicas, sendo imprescindível a associação destas técnicas para o estudo 

fisiopatológico mais amplo. Apesar da aplicação da IgY na IMF indireta, como anticorpo 

primário na detecção do Toxoplasma gondii em tecido parafinizado ter sido relatada 

(FERREIRA JUNIOR et al., 2012), neste estudo usamos apenas a IgY conjugada ao FITC 

para a IMF direta, e os resultados foram similares, assim como a especificidade e o potencial 

de detecção, quando comparada a IHC indireta que utiliza um segundo anticorpo conjugado 

com a enzima, isso possibilitou reduzir o tempo da reação. 

As lesões histopatológicas observadas neste estudo foram semelhantes às descritas 

para a infecção por A. hydrophila em peixes, como a ulceração na pele (LAITH; NAJIAH, 

2013), degeneração lamelar nas brânquias (ALYAHYA et al., 2018), esplenite 

(ABDELHAMED et al., 2017), hepatite (EL-BARBARY, 2017), nefrite aguda em rim 

caudal, endocardite (YARDIMCI; AYDIM, 2011) e meningite supurativa no tecido nervoso 

(BAUMGARTNER et al., 2017).  

Desta forma na IMF e IHC, considerando apenas a localização da bactéria, após 48 

horas da infecção, a A. hydrophila migrou da bexiga natatória para tecido tegumentar e 

através da microcirculação local para a circulação sistêmica infiltrando o interstício do baço 

pela arteríola central, dando início ao processo infeccioso a nível sistêmico. O tecido hepático 

e renal são os principais locais de tropismo desta bactéria em tilápias (YARDIMCI; AYDIM, 

2011), prova disso foi que a A. hydrophila no mesmo período de tempo, adentrou o rim pela 

veia renal e o fígado através da veia porta. Nas brânquias a infecção pode ter iniciado por via 

sistêmica, mais precisamente pela veia central ou por reinfecção ambiental, e no tecido 

cardíaco a A. hydrophila foi vista engolfada por MΦs e aderidas nas fibras cardíacas, sendo 
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possível presumir que os MΦs infectados possam ser responsáveis pela transposição da A. 

hydrophila pela barreira hematoencefálica para o tecido nervoso, como foi visto neste estudo. 

Além da migração e invasão dos tecidos foi possível associar a bactéria com os mecanismos 

de defesa em partes representadas por MΦs, melanomacrófagos e por micróglias cerebrais.  

Por fim, os resultados provam a eficácia da IgY no diagnóstico e como ferramenta 

para o estudo fisiopatológico da infeção por A. hydrophila em tilápias-do-nilo. Posto ainda a 

dificuldade para a obtenção de anticorpos específicos para patógenos que infectam 

organismos aquáticos, o presente estudo traz uma nova perspectiva para a produção e uso da 

IgY da ave como molécula biomarcadora.  
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CAPÍTULO III – Atividade fagolisossômica de macrófagos de tilápias-do-nilo 

(Oreochromis niloticus) infectados in vitro por Aeromonas hydrophila: Infecção e 

imunoterapia  

Artigo publicado na revista Fish & Shellfish Immunology, intitulado como “Phagolysosomal 

activity of macrophages in Nile tilapia (Oreochromis niloticus) infected in vitro by 

Aeromonas hydrophila: Infection and immunotherapy”, volume 87, páginas 51-61, 2019. 

RESUMO 

 

Os mecanismos bioquímicos envolvidos na fagocitose e a sobrevivência intracelular da A. 

hydrophila no macrófago (MΦ) do hospedeiro são complexos, e influi para o sucesso ou 

fracasso da infecção. Assim, no presente estudo descrevemos a infecção de MΦs de tilápias-

do-nilo in vitro pela bactéria homóloga, e testamos os efeitos da imunoglobulina Y (IgY) anti-

A. hydrophila na atividade fagolisossômica e na sobrevivência intracelular do patógeno. A 

IgY anti- A. hydrophila teve efeito modulador sobre a atividade da fosfatase ácida lisossomal 

(FAL), na produção dos reativos intermediários do oxigênio (ROIs) e do óxido nítrico (ON), 

potencializando a fagocitose e eliminação da A. hydrophila. Desta forma, presumimos que a 

IgY específica teve efeito benéfico no controle da infecção, postulando ainda, o uso dos MΦs 

da tilápia-do-nilo como um importante modelo experimental in vitro para o estudo funcional e 

terapêutico da infecção por A. hydrophila.   

   

Palavras-chave: Imunoglobulina Y, fagocitose, inflamação crônica e teleósteo. 

 

ABSTRACT 

 

The biochemical mechanisms involved in phagocytosis and the intracellular survival of A. 

hydrophila in host macrophages (MΦs) are complex processes that affect infection success or 

failure. Thus, in the present study, we described the in vitro infection of Nile tilapia MΦs by a 

homologous bacterium and tested the effects of anti-A. hydrophila immunoglobulin Y (IgY) 

on the phagolysosomal activity and intracellular survival of the pathogen. The anti- A. 

hydrophila IgY modulated lysosomal acid phosphatase (LAP) activity as well as the 

production of reactive oxygen intermediates (ROIs) and nitric oxide (NO), thereby 
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potentiating phagocytosis and the elimination of A. hydrophila. Thus, we assume that the 

specific IgY had a beneficial effect on infection control and postulated the use of the Nile 

tilapia MΦs as an important in vitro experimental model for the functional and therapeutic 

study of A. hydrophila infection. 

 

Keywords: Immunoglobulin Y, phagocytosis, chronic inflammation and teleost. 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

O principal mecanismo celular de defesa, efetivo contra microrganismos patogênicos 

tais como as bactérias, está sob a regência das células fagocíticas efetoras da resposta imune 

inata do hospedeiro (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; URIBE-QUEROL; ROSALES, 

2017). Nos peixes teleósteos, devido à ausência da evolução da resposta imune adaptativa 

neste grupo de vertebrados, a fagocitose é o mecanismo primordial para a eliminação de 

patógenos, sendo mediada por neutrófilos, trombócitos e macrófagos (MΦs) 

(NIKOSKELAINEN et al., 2005; URIBE et al., 2011). A atividade fagocítica dos MΦs está a 

princípio relacionada à produção da fosfatase ácida lisossomal (FAL), que contribui para a 

acidificação do fagolisossoma e a ativação subsequente das enzimas responsáveis pela 

produção dos reativos intermediários do oxigênio (ROIs) e do óxido nítrico (ON) (SLAUCH, 

2011).  

A bactéria A. hydrophila é comensal e cosmopolita com o potencial de infectar uma 

ampla variedade de espécies dentre as quais os peixes, mamíferos e humanos (PLUMB; 

HANSON, 2011; STRATEV et al., 2015). A bactéria é de vida aquática e está associada às 

doenças em peixes (JOSEPH; CARNAHAN, 1994; KUMAR et al., 2016) e seres humanos 

como patógenos veiculados pela água e alimentos contaminados (DASKALOV, 2006). Causa 

gastroenterite, celulite, peritonite, meningite e pneumonia em animais (JANDA; ABBOTT, 

2010) e em humanos imunocomprometidos (VON GRAEVENITZ, 2007; IGBINOSA et al., 

2012). Nos países subdesenvolvidos A. hydrophila é um dos principais agentes causadores da 

diarréia em crianças e recém-nascidos (DALLAL et al., 2016). Na tilápia-do-nilo a infecção 

por A. hydrophila apresenta quadro de ulceração na pele (STRATEV et al., 2015), 

gastroenterite (ABDELHAMED et al., 2017), disseminação para os órgãos vitais e a 

instalação da síndrome inflamatória sistêmica, resultando na morte do hospedeiro 
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(CIPRIANO; BULLOCK; PYLE, 1984; BHARADWAJ; ABRAHAM; JOARDAR, 2013). 

Assim, a importância deste patógeno para a saúde pública e animal é evidente (GUZ; 

KOZINSKA, 2004; TAVARES; CERESER; TIMM, 2015). 

O tratamento com o uso de antibiótico para organismos aquáticos, apesar de eficaz, 

gera resíduos de antibiótico na água (STACHOWIAK et al., 2010; FAO, 2011), 

representando um risco para o desenvolvimento de resistência microbiana, afetando 

organismos aquáticos, mamíferos, aves e humanos (MARTI; JOFRE; BALCAZAR, 2013). 

Este fato comprova a resistência a diversos antibióticos por diferentes cepas de Aeromonas 

spp. isoladas de pisciculturas, mesmo sem o histórico do uso de tais substâncias para a 

prevenção ou terapêutica da doença no local (HIRSCH et al., 2006). Por consequência, a 

resistência microbiana gerada por resíduos de antibióticos na água, tem efeito negativo na 

saúde pública (LANDERS et al., 2012). Nesse sentido, o uso de anticorpos IgY extraídos da 

gema do ovo de galinhas poedeiras previamente imunizadas representa uma alternativa 

promissora no tratamento de bacterioses em organismos aquáticos (LI et al., 2014).  

A produção e extração da IgY a partir da gema de ovos de galinhas poedeiras é 

economicamente viável e está em concordância com as diretrizes do bem estar-animal, 

apresenta baixo custo de produção, pode ser produzida em grandes quantidades e torna 

desnecessário eutanasiar ou submeter a ave a métodos cruentos para a sua obtenção 

(CHACANA et al., 2004; DIAS DA SILVA; TAMBOURGI, 2010). Um ovo gera em média 

100 mg de IgY na gema, como galinhas poedeiras produzem mais de 20 ovos por mês, a 

produção de IgY em 30 dias pode chegar a valores maiores do que 2 g por animal (MUNHOZ 

et al., 2014). O uso da IgY neutraliza a aderência da bactéria às células e tecidos alvos como 

mostrado na profilaxia de doenças infecciosas como na diarréia de leitões por Escherichia coli 

(RIBEIRO et al., 2005), na úlcera gástrica causada por Helicobacter pylori (YANG, et al., 

2012), em micoses causadas por Candida albicans (IBRAHIM et al., 2008), na parvovirose 

canina (Nguyen et al., 2006) e na intoxicação por aflatoxinas (QIU et al., 2018). O tratamento 

com anticorpos da classe IgY específicos para antígenos de Vibrio anguillarum via oral, 

conferiu proteção em peixes linguado infectados experimentalmente (GAO et al., 2016). Em 

camarão a imunização passiva da IgY contra o vírus da síndrome da mancha branca resultou 

na proteção contra a infecção (LU et al., 2008). 

Desta forma, a utilização da IgY na imunoterapia de doenças infectocontagiosas, 

representa uma alternativa promissora no tratamento e profilaxia de enfermidades bacterianas 
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em organismos aquáticos, devido à sua especificidade e ausência de efeito residual na água, 

no predador ou no consumidor humano. Por isso o presente trabalho tem como objetivo 

avaliar o efeito in vitro da IgY anti-A. hydrophila na atividade fagolisossômica e 

sobrevivência intracelular da A. hydrophila nos MΦs de tilápia-do-nilo, assim como o uso 

destas células como modelo de estudo para infecções bacterianas.  

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Comitê de ética 

O experimento foi realizado de acordo com o Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA), aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA/ FCAV/ UNESP protocolo número 017204/15).  

 

2.2 Produção e caracterização da IgY anti- A. hydrophila 

A IgY específica para a cepa de Aeromonas hydrophila (número de acesso GenBank: 

MH305534.1) e inespecífica foram produzidas, purificadas e previamente validadas por 

Fernandes et al. (2019). 

 

2.3 Ensaio de opsonização da A. hydrophila 

O ensaio foi determinado pelo método imunoenzimático indireto (ELISA) segundo 

Shi et al. (2017). Foi utilizada microplaca de 96 poços, fundo chato (Corning Costar 

Corporation, Cambridge, USA) pré-sensibilizada com a bactéria viva na concentração de 

1.5×10
7
 UFC/mL em tampão carbonato-bicarbonato (TCB) 0,05 M pH 9,6 adsorvidas no 

volume de 200 µL/poço e incubada a 4 ºC durante 18 h. A IgY foi testada no volume de 100 

µL e nas concentrações de 50, 100, 150, 200, 250 e 300 µg/mL por poço e a placa incubada 

por uma hora em temperatura ambiente. Em seguida, a placa foi lavada com PBS-Tween 20 a 

0.05% e adicionado 100 µL/poço de IgG de coelho anti-IgY ligado à peroxidase (Sigma-

Aldrich, St. Louis, EUA) (diluição 1:500 v/v), seguido de incubação por uma hora em 

temperatura ambiente. A reação foi revelada com substrato/cromógeno (H2O2/ABST). A 

reação foi mensurada a 640 nm em leitor de microplaca (Molecular Devices SpectraMax, 

Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). 
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2.4 Atividade neutralizante in vitro da IgY anti- A. hydrophila 

A A. hydrophila foi cultivada em caldo triptona de soja (TSB) (Difco, Detroid, MI, 

USA) e incubada por 24 h a 28 °C, a cultura foi centrifugada por 10 min a 10.000 xg e o 

pellet foi lavado e suspenso em tampão fosfato salino (PBS) 0,15 M pH 7,4 e ajustada na 

concentração de 1,5×10
7
 UFC/mL. A atividade bactericida da IgY foi determinada por 

incubação de 100 μL desta suspensão diluída de A. hydrophila com 100 μL de IgY anti- A. 

hydrophila nas concentrações de 50, 100, 200 e 300 µg/mL e IgY inespecífica a 300 µg/mL 

em microtubo durante uma hora a 28 °C. No grupo controle bacteriano, o PBS substituiu a 

IgY. Após a incubação, o número de bactérias viáveis foi determinado pela contagem das 

colônias cultivadas em placa de Petri contendo ágar triptona de soja (TSA) (Difco, Detroid, 

MI, USA) durante 24 h a 28 °C. 

 

2.5 Isolamento e cultivo celular  

Tilápias-do-nilo (304,5 ± 7 g) (n = 12) foram anestesiadas por imersão em solução de 

benzocaína (Laboratório Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) (1: 20.000 v/v) diluída em 

etanol a 98% (0,1 g/mL) e receberam na bexiga natatória a injeção de 50 µg/mL de proteínas 

de membrana (PMs) purificadas de A. hydrophila de acordo com Fernandes et al. 

(2019).  Após 72 h os peixes foram eutanasiados por imersão em benzocaína (1: 500 v/v), e as 

células leucocitárias foram coletadas. Para isso, os peixes foram injetados com 0.5 mL de 

RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) com heparina a 1% na bexiga natatória e o 

conteúdo coletado assepticamente, centrifugado a 400 xg por 10 min e o pellet lavado duas 

vezes. As células foram ressuspendidas em meio RPMI-1640 contendo 100 UI de penicilina-

estreptomicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) e 5% de soro fetal bovino (SFB) (Sigma-

Aldrich, St. Louis, USA), em placa de cultura de tecido sobre tensão de 5% de CO2 a 28 ºC. 

Após 24 h, o sobrenadante foi retirado e as células não-aderentes desprezadas, permanecendo 

os MΦs e adicionado meio RPMI-1640 livre de antibiótico e SFB para os testes. 

 

2.6 Fenotipagem celular 

A fenotipagem dos MΦs foi feita por imunocitoquímica. A cultura de células foi 

reajustada para 3,0×10
7
 células/poço e distribuída em triplicata em placa de 12 poços, 

contendo lamínulas redondas (13 mm) para a adesão celular e incubada a 28 °C, em atmosfera 

controlada a 5% de CO2. Após, as lamínulas foram coletadas e fixadas por 15 min em 



86 
 

formaldeído a 4%, lavadas três vezes com PBS-Tween 0,05%, permeabilizada com Triton X-

100 0,25% e os sítios inespecíficos bloqueados. Os anticorpos primários produzidos em 

coelho anti-MHC de classe II (diluição de 1:1.000, Abmart/ X1-H9B8H2), anti-CD68 

(diluição de 1:1.000, Abmart/ X-I3KF76-N), anti-iNOS (diluição de 1:1.000, Neomarkers/ 

RB-1605-P) e anti-TNF-α (diluição de 1:1.000, Anaspec/ AS-55383), contendo 1% de 

albumina do soro bovino (BSA, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), foram incubados por 18 h a 

4 °C, e a amostra lavada duas vezes em PBS-Tween 0.05%. O anticorpo secundário IgG anti 

coelho (Dako/ K4061) diluído de acordo com o fabricante, foi incubado por uma hora a 4 °C e 

a reação revelada com 3,3'-diaminobenzidina (DAB, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) e a 

contra-coloração feita com hematoxilina de Harris. As lâminas foram montadas com Erv-

mount (Erviegas EasyPath, DuraEdge, EUA) e analisadas em microscopia de luz e as imagens 

capturadas em Olympus Stream Software (Olympus Life Science, Center Valley, PA, EUA). 

 

2.7 Microscopia eletrônica de varredura (MEV)  

A MEV foi realizada de acordo como descrito por Ibrahim-Granet et al. (2003). 

Resumidamente, os MΦs foram reajustados a 3,0×10
7
 células/poço e distribuídos em 

triplicatas em placa de 12 poços e infectados com A. hydrophila viva na concentração de 

1,5×10
9
 sobre lamínulas redondas (13 mm). As lamínulas foram fixadas em glutaraldeído a 

2.5% e lavadas com tampão fosfato 0,2 M. Na sequência as lamínulas foram desidratadas com 

acetona e dessecadas em equipamento Ponto crítico (Critical Point Dryer da BAL-ZERS 

CPD030). As montagens das lamínulas foram feitas em suporte e a metalização do material 

com ouro em equipamento modelo Sputter Coater (Bal-Zers SCD050). As imagens 

capturadas em microscópio eletrônico de varredura (JSM 6060, Jeol). 

 

2.8 Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

O processamento e análise ultraestrutural foram executados de acordo com Esteban 

et al. (1998). A distribuição e concentração dos MΦs e da A. hydrophila foram às mesmas da 

MEV. As células foram desaderidas e centrifugadas a 400 xg e o pellet formado, 

ressuspendido e fixado em solução de Karnovsky (2,5% de glutaraldeído; 2% de formaldeído 

em tampão fosfato 0,1 M pH 7,4) por 2 h a 4 ºC. Em seguida, o pellet foi lavado três vezes em 

tampão fosfato 0,1 M e fixado com tetróxido de ósmio a 1% em tampão cacodilato por uma 

hora e as imagens capturadas em microscópio eletrônico de transmissão (Jeol-100CXII). 
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2.9 Eletroforese e western blot 

Para o ensaio de western blot, as proteínas presentes no sobrenadante do exsudato 

inflamatório da bexiga natatória foram quantificadas pelo método de Bradford (1976), 

separadas em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) a 12% de acordo 

com Laemmli (1970) e transferidas para membrana de nitrocelulose (Bio-Rad, Hercules, CA, 

USA). A seguir a membrana foi bloqueada com PBS-leite (Molico, Nestlé Brazil, São Paulo, 

Brazil) a 10% 0,25 M pH 7,2, em temperatura ambiente por duas horas, lavada com PBS-

Tween 20 0,1% e incubada com anti-TNF-α (Anaspec/ AS-55383) na diluição 1:1.000, sob 

agitação por duas horas e lavada com PBS-Tween 20 0,1%. O conjugado (Dako/ K4061) foi 

diluído de acordo com a recomendação do fabricante, adicionado à membrana e incubado por 

uma hora em temperatura ambiente. A reação revelada com substrato 3,3'-diaminobenzidina 

(DAB, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) e bloqueada com adição de água destilada deionizada 

e a membrana escaneada e analisada com Image Lab software (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). 

 

2.10 Delineamento experimental 

Para a avaliação da infecção celular in vitro e da imunoterapia com IgY, os MΦs 

foram ajustados na concentração de 3,0×10
5 

células/poço distribuídos em triplicatas e a 

cultura incubada à 28 °C em atmosfera a 5% de CO2. Os tratamentos controle negativo 

(células e PBS), controle positivo (células + bactéria), IgY específica (células + bactéria + 

IgY específica) e inespecífica (células + bactéria + IgY inespecífica) na concentração de 300 

µg/mL foram distribuídos em placa de cultura de tecido de 96 poços. Os parâmetros da 

atividade celular foram mensurados nos tempos pré-estabelecidos 6, 24 e 48 h após a infecção 

com 1,5×10
7
 de A. hydrophila viva/poço. O delineamento experimental foi mantido para os 

ensaios subscritos.    

 

2.11 Atividade da fosfatase ácida (FA) 

O método de mensuração da atividade da FA foi realizado de acordo Yang, Sinai e 

Kain (1996). Para isso, os MΦs foram reajustadas e os tratamentos distribuídos. Na sequência 

os poços foram lavados e 100 µL/poço da solução contendo acetato de sódio 0,1 M pH 7,2, 

0,1% de Triton X-100 e p-nitrofenilfosfato 5 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) 

adicionados, a reação mantida por duas horas e bloqueada com 10 µL/poço da solução de 

NaOH 1 M e a absorbância mensurada a 405 nm em leitor de microplaca. 



88 
 

2.12 Atividade do burst respiratório 

O ensaio com azul de nitrotetrazólio (NBT, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) foi 

realizado de acordo com Grayfer, Hodgkinson e Belosevic (2008). Os tratamentos pré-

determinados foram infectados com A. hydrophila viva e adicionado um tratamento com 

PMA (Forbol-12-Miristato-13-Acetato) a 100 ng/mL (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). Após 

o período de incubação, 100µL/poço de NBT a 2 mg/mL (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) foi 

adicionado e incubado duas horas. Por fim a placa foi centrifugada a 400 xg por 10 min, o 

sobrenadante aspirado e 140 µL/poço de dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

EUA) e 120µL de KOH 2M foram adicionados e a leitura feita a 630 nm em leitor de 

microplaca. 

 

2.13 Produção de óxido nítrico (ON) 

A produção de ON foi determinada usando a reação de Griess descrita por Stafford et 

al. (2002). Para isso, 75 µL/poço do sobrenadante da cultura de MΦs foram transferidos para 

uma nova placa de cultura de tecido de 96 poços e o volume do sobrenadante foi conjugado 

em volume igual do reagente de Griess (1% de sulfanilamida; 0,1% de N-naftil-

etilenodiamina e 2% de ácido fosfórico (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA)) e a reação incubada 

por 10 min e quantificada por absorbância no comprimento de 540 nm em leitor de 

microplaca.  

 

2.14 Imunofluorescência direta (IMF)  

Para a análise de IMF os MΦs foram cultivados na concentração de 3,0×10
7 

células/poço no volume final de 1 mL/poço, distribuídas em triplicatas na placa de 12 poços 

contendo lamínula redonda (13 mm) por poço para a adesão celular e incubada a 28 °C, em 

atmosfera controlada a 5% de CO2. Para cada tratamento e período experimental após 

infecção com 1,5×10
9
 de A. hydrophila viva, uma lamínula foi coletada, fixada, e a membrana 

plasmática permeabilizada e os sítios inespecíficos bloqueados como descrito para a 

imunocitoquímica no item 2.6. Em seguida, os MΦs foram incubados durante 30 min à 

temperatura ambiente com a IgY anti- A. hydrophila conjugada com isotiocianato de 

fluoresceína (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) (IgY anti-A. hydrophila FITC) segundo 

Fernandes et al. (2018). Para a evidenciação dos núcleos foi utilizado o 4',6'-diamino-2-fenil-

indol (DAPI) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) a 10 mg/mL durante 10 min à temperatura 
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ambiente. As lamínulas foram montadas com Fluoromount (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) 

e analisadas no microscópio de fluorescência (série Olympus BX56; Olympus Life Ciência, 

Center Valley, PA, EUA). 

 

2.15 Citometria de fluxo 

Os MΦs e os tratamentos foram ajustados, distribuídos e incubados de acordo com o 

item 4.10. O sobrenadante da cultura de MΦs foi retirado, e os poços lavados uma vez com 

PBS pH 7,4 e a placa centrifugada a 400 xg por 4 min a 4 ºC. O sobrenadante foi aspirado e 

adicionado lisozima a 0,2%, incubada a 28 ºC durante 20 min, os poços foram lavados e a 

placa centrifugada, seguido da adição de Triton X-100 a 0,1%, incubado por uma hora. Em 

seguida a placa foi centrifugada, o sobrenadante descartado e o pellet ressuspenso e 

transferido para uma nova placa de 96 poços adicionando o iodeto de propídio (PI) na 

concentração de 5 µg/mL (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e as amostras injetadas em 

citômetro de fluxo (BD FACSCanto II). Os dados foram processados no software FCS 

Express 6 Plus. 

 

2.16 Viabilidade bacteriana intracelular nos macrófagos 

Paralelamente ao item 2.15, alíquotas do pellet de cada tratamento foram transferidas 

para a placa de 96 poços e semeadas pela técnica de pour plate em placas de Petri contendo 

TSA, incubadas a 28 ºC, durante 24 h e o número de colônias quantificado em contador de 

colônias (Phoenix CP608, BR). 

 

2.17 Atividade mitocondrial  

A atividade mitocondrial dos MΦs foi realizada pelo método descrito por Mosmann 

(1983). Após o período de incubação de cada tempo e tratamento experimental o volume de 

20 µL/poço da solução de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazólio (MTT) 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) foi adicionado e a reação incubada durante 4 h e o 

sobrenadante foi retirado e 200 µL/poço de DMSO foi adicionado para a solubilização dos 

cristais de formazana e a absorbância mensurada a 595 nm.   
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2.18 Análise estatística 

Os dados foram analisados por ANOVA e pelo teste de Tukey a um nível de 

significância de 5% (SNEDECOR; COCHRAN, 1974). 

 

3 RESULTADOS 

 

3.1 Avaliação funcional da IgY in vitro 

A concentração da IgY específica necessária para neutralizar o patógeno, foi entre 

200-300 µg/mL em relação a dose infectante de A. hydrophila na concentração de 1,5×10
7
 

UFC/mL. A IgY inespecífica não teve reatividade significativa, quando comparada à 

específica (Figura 1a). No momento em que o potencial da IgY na inibição do crescimento 

bacteriano foi avaliado, todas as concentrações tiveram efeito inibitório in vitro, quando 

comparado ao controle positivo (PBS) e IgY inespecífica (efeito placebo) na concentração 

constante de 300 µg/mL (Figura 1b). Entretanto, a concentração de 300 µg/mL da IgY 

específica obteve maior eficácia na neutralização do crescimento bacteriano, reduzindo em 

aproximadamente 28 UFC/mL em relação aos controles IgY inespecífica 112 UFC/mL e PBS 

163 UFC/mL. 
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Figura 1 - Caracterização funcional da IgY anti-Aeromonas hydrophila in vitro. (a) Ensaio de 

opsonização in vitro da IgY e (b) atividade neutralizante do crescimento bacteriano. 

Aeromonas hydrophila na concentração de 1,5×10
7
 UFC/mL, controle positivo tampão 

fosfato salino (PBS) e placebo (IgY inespecífica) testado na concentração constante de 

300 µg/mL. Médias em triplicatas e respectivo desvio padrão, letras minúsculas 

comparam os diferentes tratamentos na mesma concentração e maiúsculas entre as 

concentrações, letras diferentes se diferem significativamente pelo teste de Tukey 

(p<0,05). 

 
Fonte: Elaborado pela autora 

 

3.2 Cultura de macrófagos 

Após 72 h da aerocistite induzida com proteínas de membrana (PMs) de A. 

hydrophila, as células aderentes apresentaram características citomorfológicas de MΦs, com 

núcleos grandes e irregulares, citoplasma abundante com vacúolos citoplasmáticos. No 

mesmo período de tempo o proteinograma do sobrenadante do exsudato, indicou o padrão das 

proteínas inflamatórias e o imunoblot confirma a produção do TNF-α (massa molecular de 

18,6 kDa) (Figura 2a). A imunocitoquímica mostrou células positivas para MHC de classe II e 
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CD68, caracterizando o fenótipo e a cultura de MΦs, assim como a produção de TNF-α 

provando o envolvimento dessas células no processo inflamatório e do iNOS na atividade 

fagolisossômica (Figura 2b). Após o isolamento e cultivo da A. hydrophila e dos MΦs, as 

características ultraestruturais por MEV de células provindas da cultura de A. hydrophila 

evidenciaram a forma de bastonetes com presença do pili (Figura 2c), e na cultura de MΦs 

infectados por A. hydrophila foi observada uma célula em formato amebóide e estruturas em 

forma de bastonetes engolfados (Figura 2d). A MET prova o processo fagocítico pelos MΦs, 

com a ancoragem dos pseudópodes, engolfamento da célula bacteriana e fusão do lisossomo 

ao fagossomo, formando o fagolisossomo (Figura 2d).  

Figura 2 - Caracterização celular e inflamatória de MΦs isolados da bexiga natatória de tilápias-do-

nilo. (a) Citologia e perfil proteico do exsudado inflamatório (ExD); (b) imunocitoquímica 

(IC) da cultura de MΦs; (c) (I) cultura bacteriológica e (II) microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) da A. hydrophila e (d) (I-II) MΦ em atividade fagocítica, setas apontam 

para o bastonetes engolfados e (III) na microscopia eletrônica de transmissão (MET) ponta 

da seta mostra a A. hydrophila, setas mostram a formação do pseudópode do MΦ e (N) 

núcleo; (IV) seta aponta o fagossoma e (L) lisossomo. Barras Wright e Giemsa (citologia): 

10 µm; IC: 10 µm, hematoxilina de Harris e 3,3'-diaminobenzidina; MEV e MET: 0,5-1 

µm. 

 

Fonte: Elaborado pela autora 
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3.3 Efeito da IgY na atividade fagolisossômica dos macrófagos infectados com A. 

hydrophila  

A IgY anti- A. hydrophila FITC foi capaz de identificar as células bacterianas de A. 

hydrophila pela imunofluorescência direta e confirma a neutralização da célula bacteriana 

pelo anticorpo (Figura 3a). Nas imagens representativas no período de 48 h a capacidade de 

internalizar a A. hydrophila pelos MΦs foi evidenciada em todos os tratamentos, porém o 

tratamento com a IgY específica parece ter facilitado o processo fagocítico das células 

bacterianas, quando comparado aos demais tratamentos (Figura 3b). Além disso, quando o 

processo fagolisossômico foi avaliado, a IgY específica teve efeito modulador na atividade da 

fosfatase ácida lisossômica reduzindo a atividade desta enzima no tempo experimental de 24 e 

48 h após a infecção em relação aos demais tratamentos (Figura 3c), inclusive o controle 

negativo (células e PBS) apresentou níveis de atividade basais justificáveis, uma vez que os 

fagócitos foram previamente ativados na bexiga natatória com PMs de A. hydrophila, no 

controle positivo (célula + bactéria), houve um aumento no período entre 6 e 48 h pós 

infecção em relação aos demais tratamentos e a IgY inespecífica teve aumento com 6 e 48 h. 

Nas sequências dos eventos, a produção de ROIs teve início 6 h após a infecção e o maior 

nível de produção foi observado no tempo de 24 e 48 h para o tratamento IgY específica e 

controle positivo (células + bactéria) (Figura 3d). A produção de ON, aumentou em todos os 

tempos experimentais para os tratamentos infectados com A. hydrophila, entretanto, no tempo 

de 48 h apesar do controle positivo (célula + bactéria), IgY específica e inespecífica terem 

aumentado, somente a IgY específica apresentou diferença estatística comparada aos demais 

períodos e tratamentos (Figura 3e). 
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Figura 3 - Efeito da imunoglobulina Y na atividade fagolisossômica de MΦs de tilápias-do-nilo. (a) 

Detecção da A. hydrophila com a IgY específica conjugada com isotiocianato de 

fluoresceína (IgY anti- A. hydrophila FITC); (b) Imunofluorescência direta mostrando a 

fagocitose de A. hydrophila por MΦs no tempo de 48 h com respectivos tratamentos da 

IgY e marcada com IgY anti- A. hydrophila FITC; (c) Fosfatase ácida lisossomal, (d) 

atividade do burst respiratório e em (e) a produção de óxido nítrico. Barras: 10 µm. Médias 

em triplicatas e respectivo desvio padrão, letras minúsculas comparam os diferentes 

tratamentos no mesmo tempo e maiúsculas entre os tempos, letras diferentes se diferem 

significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). 
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Fonte: Elaborado pela autora 

 

3.4 IgY na neutralização e sobrevivência da A. hydrophila em macrófagos    

A IgY específica reduziu a sobrevivência intracelular da A. hydrophila nos MΦs, a 

citometria de fluxo através do histograma mostra o aumento da marcação do DNA bacteriano 

pelo PI nos tempos entre 6, 24 e 48 h após infecção em relação aos demais tratamentos 
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(Figura 4a) e a análise estatística confirma os achados (Figura 4b). Quando o conteúdo 

intracelular dos MΦs foi semeado em placa de cultura, o número de colônias bacterianas 

viáveis para o tratamento com IgY específica foi zero nos tempos entre 6 e 48 h pós infecção, 

e um crescimento mínimo foi observado no período de 24 h (Figura 4c). Na Figura 4d, 

imagens representativas do plaqueamento do conteúdo citoplasmático.  

 

Figura 4 - Efeito da imunoglobulina Y na viabilidade intracelular da A. hydrophila em MΦs de 

tilápias-do-nilo. (a) Análise das fragmentações de DNA da A. hydrophila em cultivo de 

MΦs e marcadas com iodeto de propídio (PI). (b) porcentagem de células bacterianas 

inviáveis, (c) plaqueamento do conteúdo citoplasmático de MΦs infectados com A. 

hydrophila e (d) imagem representativa dos respectivos plaqueamentos após 24 h da 

infecção. Médias em triplicatas e respectivo desvio padrão, letras minúsculas comparam os 

diferentes tratamentos no mesmo tempo e maiúsculas entre os tempos, letras diferentes se 

diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). 
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Fonte: Elaborado pela autora 

 

3.5 Efeito da IgY na sobrevivência e proliferação de macrófagos infectados com A. 

hydrophila 

O processo infeccioso da A. hydrophila na cultura de MΦs está ilustrado no vídeo 

complementar, sendo possível observar o movimento bacteriano, extra/intracelular no 

fagossomo do fagócito. A ativação dos MΦs é mostrada nas Figuras 5a-b e a adesão da A. 

hydrophila na célula, assim como seu efeito citolítico nas Figuras 5c-d. Quando a atividade 

mitocondrial foi avaliada, a IgY específica e inespecífica tiveram efeitos semelhantes com 

aumento da atividade  mitocondrial pelos MΦs nos tempos entre 6 e 24 h, sofrendo uma 

redução destes índices no tempo de 48 h em relação ao controle positivo (célula + bactéria) 

(Figura 5e).  
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Figura 5 - Atividade mitocondrial dos MΦs infectados com A. hydrophila. (a-b) Cultura de MΦs, 

setas pontilhadas apontam para células em atividade; (c) mostra a adesão da A. hydrophila 

ao corpo necrótico de um MΦ (ponta da seta); em (d) a aderência do pili à célula (setas) e 

(e) mensuração da atividade mitocondrial dos MΦs infectados com A. hydrophila. Barras 

microscopia invertida: 10 µm; MEV: 0,5-1 µm. Médias em triplicatas e respectivo desvio 

padrão, letras minúsculas comparam os diferentes tratamentos no mesmo tempo e 

maiúsculas entre os tempos, letras diferentes se diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 

 
Fonte: Elaborado pela autora 
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4 DISCUSSÃO 

 

A princípio, a IgY anti- A. hydrophila foi previamente caracterizada, avaliando sua 

especificidade para proteínas de membrana e citoplasmática de A. hydrophila e a capacidade 

de detectar e estudar a cinética da infecção pela bactéria homóloga nos tecidos infectados de 

tilápia-do-nilo (FERNANDES et al., 2019). No presente estudo, o potencial da IgY na 

neutralização da A. hydrophila in vitro foi pré-determinado e a relação entre a quantidade 

ideal da IgY específica, necessária para a saturação dos sítios de ligação das proteínas de 

parede e membrana celular das bactérias foi 200-300 µg/mL em relação a dose infectante a 

1.5×10
7
 UFC/mL da A. hydrophila. Além disso, a mesma concentração da IgY foi eficaz na 

neutralização e consequente inibição do crescimento bacteriano in vitro provando os achados 

anteriores. Este efeito neutralizante in vitro da IgY é postulado na literatura científica, de 

forma que resultados semelhantes foram observados para Vibrio anguillarum (Li et al., 2014), 

Staphylococcus aureus (GUIMARÃES et al., 2009; TOBIAS et al., 2012) e Clostridium 

difficile (PIZARRO-GUAJARDO et al., 2017). A IgY inespecífica testada teve efeito 

neutralizante a níveis basais possivelmente advindos de ligações inespecíficas e reações 

cruzadas.  

A obtenção de MΦs peritoneais em mamíferos pela pré-estimulação via cavidade 

peritoneal e a aspiração posterior destas células, apesar de ser um método postulado em 

mamíferos (HOOVER; NACY, 1984; ZHANG; GONCALVES; MOSSER, 2008; 

MARINKOVIC et al., 2017) e peixes (WATANABE et al.; 1997; ISHIBE et al., 2008; 

AWASTHI et al., 2015), a obtenção de leucócitos via bexiga natatória, por se tratar de um 

órgão oco, tem vantagens pois propicia um microambiente estéril (MATUSHIMA; 

MARIANO, 1996; ZHANG et al., 2016) e sem a presença de outros tecidos contaminantes 

como os intestinos, no caso da via peritoneal, evitando assim falhas no cultivo celular de 

MΦs, permitindo através da cronologia e cinética celular do processo inflamatório a obtenção 

de tipos celulares distintos, como neutrófilos no início do processo com 24 h 

(MATSUYAMA; IIDA; ENDO, 1999; GRATACAP et al., 2017) e MΦs após 72 h como 

observado neste estudo. Somado a este fato, a aerocistite induzida com as PMs da A. 

hydrophila propiciou a pré-sensibilização e migração dos leucócitos e posterior obtenção dos 

MΦs, mimetizando a infecção em seu percurso natural. Visto que, parte destas proteínas tem 

potencial quimiotáxico tais como os ligantes microbianos para receptores fagocíticos 



100 
 

incluindo proteínas, glicoconjugados e lipídios complexos, como lipopolissacarídeos, 

lipoteicóicos e lipídeos micobacterianos (WILSON et al., 2015). A obtenção dos MΦs pré-

ativados na bexiga natatória e o uso da bioenergética celular para a migração para o foco 

inflamatório estabelece um parâmetro importante, permitindo avaliar esta célula em seu 

estado patofisiológico, acrescido de todos os mecanismos inflamatórios anteriores ao processo 

fagocítico do microrganismo propriamente dito. Apesar do uso de MΦs obtidos do rim 

cefálico (BRAUN-NESJE; KAPLAN; SELJELID, 1982; LI et al., 2013) e monócitos 

sanguíneos (PIERRARD et al., 2012; SHA et al., 2017) serem bem difundidos, e a ativação in 

vitro dos monócitos com PMA (DAIGNEAULT et al., 2010) e LPS (PLEVIN et al., 2016) 

serem possíveis, o custo energético destas células utilizado para a migração não pode ser 

contabilizado. Além disso, estes ativadores não têm as mesmas propriedades que as proteínas 

bacterianas em sua totalidade. Em nosso estudo, a produção do TNF-α no sobrenadante do 

exsudato da bexiga natatória e sua expressão pelos MΦs na cultura, provam o fato da 

instalação do processo inflamatório (VERDEGUER; AOUADI, 2017), migração e a 

participação destas células na inflamação. Da mesma forma, a citomorfologia e a expressão 

do MHC de classe II e CD68 caracterizaram o fenótipo celular compatível com MΦs e a 

produção de iNOS a atividade fagolisossômica destas células. 

Os principais fatores de virulência associados à Aeromonas spp. são cápsula, 

lipopolissacarídeo, glucana, camada S, exotoxinas e enzimas extracelulares, sistemas de 

secreção, fímbrias, motilidade e flagelos (TOMÁS, 2012). A presença do pili, e integridade 

das demais estruturas bacterianas observadas na análise ultraestrutural da A. hydrophila e a 

capacidade de infectar o hospedeiro vista no ensaio pré-estabelecida da dose letal 50 (DL50) 

(dados não mostrados), certificam a virulência desta cepa. A capacidade da A. hydrophila de 

infectar os MΦs e o processo fagolisossômico foram evidenciados na microscopia eletrônica 

de varredura e transmissão. A IgY por ter múltipla especificidade para epítopos antigênicos 

distintos presentes nas proteínas de membrana e citoplasmática da A. hydrophila 

(FERNANDES et al., 2019), parece ter neutralizado a célula bacteriana via proteínas de 

superfície e os fatores de virulência relacionados ao bloqueio do processo fagocítico, como a 

enzima superóxido dismutase (SOD) que dismuta o superóxido em oxigênio e peróxido de 

hidrogênio, neutralizando a via de produção de ROIs (ZHAO et al., 2014). Interposto a este 

fato, a neutralização/opsonização da IgY anti- A. hydrophila foi comprovada no ensaio de 

imunofluorescência direta da cultura de A. hydrophila. Este achado conduz ao possível efeito 
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da IgY no bloqueio físico da motilidade bacteriana, facilitando a adesão e o englobamento por 

MΦs, como visto no mesmo ensaio com o aumento destes índices para o grupo tratado com 

IgY específica após 48 h. Além disso, a importância da motilidade bacteriana está na evasão 

do fagossomo (MITCHELL; CHEN; PORTNOY, 2016). A microscopia imunoeletrônica 

revelou que a neutralização da IgY específica à superfície da bactéria resulta em alterações 

estruturais da parede celular, facilitando o processo fagocítico (SUNWOO et al., 2010) e pode 

conferir mais hidrofobicidade superficial (THOMSEN et al.; 2015; QIN et al., 2018).  

Visto os efeitos neutralizantes, a IgY teve ação indireta a nível intracelular no 

fagolisossomo modulando a atividade da FA em todos os tempos experimentais reduzindo a 

atividade desta enzima. Os níveis basais da FA no grupo controle negativo eram esperados, 

uma vez que as células estavam pré-ativadas com PMs de A. hydrophila. Chung e Secombes 

(1987) observaram aumento na FA em MΦs pré-ativados com Aeromonas salmonicida 

inativada e emulsificada com adjuvante incompleto de Freund. Este achado justifica o 

aumento do controle positivo no período de 6 h pós-infecção. Dai et al. (2012) mostraram que 

a Francisella spp. tem pelo menos quatro fosfatases ácidas (FAs) Acp (-A, -B, -C e Hap) e 

suprime o burst oxidativo após a bactéria ser fagocitada por MΦs do hospedeiro 

(MOHAPATRA et al., 2010). Os efeitos das FAs permitiram a sobrevivência da Francisella 

spp., evitando a morte intracelular no fagossomo dos MΦs (MOHAPATRA et al., 2007). 

Efeitos semelhantes foram observados no início da infecção no tempo de 6 h com aumento da 

atividade da FA pelo tratamento controle positivo (células + bactéria), podendo estar 

relacionada com as FAs bacterianas, levantando em consideração a hipótese de que a A. 

hydrophila utiliza mecanismos semelhantes ao da Francisella spp., e a IgY específica parece 

ter bloqueado a atividade desta enzima bacteriana seletivamente, por ter reatividade para 

proteínas citoplasmáticas da A. hydrophila (FERNANDES et al., 2019). Entretanto, este 

aumento pode estar associado à produção e atividade da FAL dos MΦs em resposta ao 

patógeno (XIA et al., 2017). Posto isto, os níveis basais do tratamento IgY inespecífica foram 

parcialmente semelhantes ao do controle negativo (célula + PBS) provando a inatividade da 

IgY para a FA de MΦs da tilápia. Assim, a IgY específica teve efeito indireto e modulador 

sobre a atividade da FAL do fagócito do hospedeiro sendo postulado pela primeira vez, e 

devido a carência de informações sobre a atividade da FA fagolisossômica no processo 

fagocítico de MΦs de peixes, assim como a ação da IgY sobre esta enzima. Nossos achados 
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abrem novas perspectivas para compreender este mecanismo, em seu percurso infeccioso 

natural, visto no controle positivo e na intervenção da IgY aplicada à imunoterapia.  

Na sequência dos eventos, o fato do aumento da FA no início do período de 6 h para 

todos os tratamentos era esperado, uma vez que a FA tem como finalidade alterar o pH 

fagolisossômico para a posterior ativação das demais enzimas associadas à produção do ânion 

superóxido (NEUMANN et al., 2001) e a óxido nítrico sintase (DAVIES; CHATTINGS; 

EDWARD, 1991). Isto é fundamentado quando a produção do ânion superóxido tem início no 

tempo de 24 e 48 h, provando a influência da FA na produção destes reativos. Todavia, a 

produção de ON foi mais tardia aumentando os níveis em 48 h após a infecção para o 

tratamento com IgY específica, ocasionando a depuração intracelular da A. hydrophila como 

será discutido posteriormente. Qin et al. (2018) produziram IgY anti-A. hydrophila em 

galinhas imunizadas com A. hydrophila inativada e relataram a eficácia dos anticorpos na 

profilaxia e terapêutica da infecção por A. hydrophila em peixe Megalobrama amblycephala. 

Os resultados mostraram que a IgY anti-A. hydrophila em MΦs do rim cranial desafiado com 

A. hydrophila tiveram aumento na produção e liberação de ON e ânion superóxido, 60 min 

após infecção in vitro. Nossos resultados, apesar de distintos, são complementares ao dos 

autores, diferenciando o método de sensibilização e isolamento dos MΦs. Além do fato destas 

células terem utilizado energia metabólica na quimiotaxia, diapedese e migração para o foco 

inflamatório (SPRENGER et al., 2018), além do percurso cronológico da infecção, 

evidenciando um estágio crônico do processo inflamatório e crítico da resposta fagocítica para 

A. hydrophila. 

Quando a viabilidade intracelular da A. hydrophila foi avaliada, os efeitos da 

atividade fagolisossômica discutidos anteriormente pareceram confluir e a IgY específica 

reduziu a sobrevivência intracelular do patógeno no tempo de 6 h, porém com 24 h um 

crescimento da A. hydrophila foi observado, sugerindo uma possível tentativa de adaptação, 

através do bloqueio dos mecanismos fagocíticos pela A. hydrophila. Até certo ponto, esse 

resultado sustenta a hipótese de que a sobrevivência intracelular é uma estratégia para 

subverter mecanismos de defesa imunológicos e evitar concentrações bactericidas 

extracelulares como os antibióticos que podem levar a infecções crônicas ou recidivas 

(GARZONI; KELLEY, 2009). No tempo de 48 h, a IgY específica neutralizou a infecção, 

mostrado na citometria de fluxo pela marcação do DNA bacteriano e confirmado pelo 

plaqueamento e crescimento negativo do conteúdo citoplasmático dos MΦs. Assim, a IgY é 
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uma ferramenta potente contra a aeromonose, consequentemente substituindo o uso de 

antibióticos para o tratamento, pois não provoca efeito colateral, doença, resistência 

microbiana, ou resíduos tóxicos (COLEMAN, 1999; LI et al., 2015; SHI et al., 2017).  

A atividade mitocondrial foi mensurada para avaliar a atividade celular frente à 

infecção por A. hydrophila, e os resultados mostraram uma atividade dos MΦs nos tempos 6 e 

24 h, reduzindo com 48 h, nos tratamentos IgY específica e inespecífica comparado com o 

aumento desta atividade com 48 h observado no controle positivo (células + bactéria), que 

apesar de ser uma resposta a infecção, traz a produção excessiva de radicais livres causando 

danos teciduais e gasto energético celular (ESCOLL et al., 2017). Ao contrário, os 

tratamentos com IgY específica e inespecífica utilizaram menos dessa energia celular neste 

período de tempo e no caso da IgY específica, a infecção foi controlada, pela capacidade de 

neutralizar e bloquear os fatores de virulência da A. hydrophila, apesar de tais tratamentos 

terem apresentando atividade próxima, sugerimos no caso da IgY inespecífica a reação 

cruzada e uma pré-sensibilização por se tratar de uma proteína endógena promovendo tal 

efeito. O fato é que utilizar níveis maiores de energia mitocondrial, sugere que a A. 

hydrophila foi parcialmente depurada e os fatores de sobrevivência estavam ativos, 

incapacitando os MΦs de combater a infecção forçando a célula adaptar através do aumento 

da atividade mitocondrial. Qin et al. (2014) descreveram a importância do flagelo da A. 

hydrophila na infecção, mostrando que cepas mutantes desprovidas de flagelo denominadas 

B11, apesar de invadir os MΦs de Anguilla japonica in vitro, as bactérias sobreviveram nos 

MΦs por apenas 24 h, deduzindo que e a motilidade flagelar contribui para a invasão e 

sobrevivência da A. hydrophila nos MΦs do hospedeiro. A camada S desempenha diversas 

funções biológicas como aderência, proteção contra o ataque pelo sistema complemento e 

fagócitos (BEVERIDGE et al., 1997; RASMUSSEN-IVEY et al., 2016). A enterotoxina 

citotóxica ativa da A. hydrophila se liga a uma glicoproteína da superfície da célula alvo 

formando poros na membrana da célula do hospedeiro, causando sinalização celular precoce 

em células eucarióticas, com ação importante nas infecções e, produção de mediadores da 

inflamação nos MΦ e células epiteliais (FERGUSON et al., 1997; XU et al., 1998; TOMÁS, 

2012). Além disso, é contribuinte importante para apoptose (GALINDO; GUTIERREZ; 

CHOPRA, 2006). Em concordância com os autores, a presença de pili e integridade da 

cápsula relatadas e a motilidade extra/intracelular nos MΦs da tilápia (vídeo complementar), 

além da adesão da A. hydrophila a um corpo celular necrótico, provam a capacidade de 
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infecção e a ação citolítica da bactéria. Visto isto, podemos sugerir que a IgY específica teve 

um efeito modulador indireto na atividade mitocondrial dos MΦs, reduzindo o gasto 

energético da resposta celular durante o percurso da inflamação e as PMs de A. hydrophila 

tiveram efeito basal na ativação mitocondrial observado no controle negativo. 

O reconhecimento e adesão dos MΦs na bactéria opsonizada e não-opsonizada são 

mediados por receptores, para a fração Fc e para moléculas padrão de microrganismos 

respectivamente e as alterações nas condições físico-químicas da bactéria, potencializam a 

atividade fagocítica (THOMSEN et al., 2016). Devido a distância filogenética entre aves e 

peixes (ETO et al., 2018) e a diferença estrutural entre a molécula da  IgY e da IgM do peixe, 

sendo o isotipo predominante no soro desta espécie, devido a não evolução da resposta imune 

humoral (FILLATREAU et al., 2013), abrem questões importantes sobre qual receptor a 

fração Fc da IgY da ave interage nos MΦs do peixe ou de outros hospedeiros 

filogeneticamente distantes, necessitando este tema de estudos posteriores. Gray et al. (2016) 

sugerem que apesar da ativação dos receptores Fc serem importantes para o aumento da 

capacidade lisossômica, através da degradação da forma dependente do Fator de Transcrição 

EB (TFEB), gene responsável pela indução e ativação do lisossomo, células bacterianas de E. 

coli não opsonizadas também tem esta capacidade mostrando a independência deste receptor 

para a ativação desta via, provando ainda que os MΦs pré-infectados com a E.coli tem 

aumento na capacidade fagocítica. Isto prova que ação acentuada da IgY específica e 

moderada da inespecífica, podem estar associadas a ativação de outros receptores que não 

sejam ligantes para Fc dos MΦs do peixe, proporcionando a neutralização da A. hydrophila, 

no caso da específica e a sensibilização de outros receptores para a inespecífica. 

Estudos promissores sobre o potencial bactericida da IgY para bactérias Gram 

negativas na imunoterapia e profilaxia contra doenças infecciosas foram elucidados, na 

infecção por Pseudomonas aeruginosa na fibrose cística (THOMSEN et al., 2016), 

Acinetobacter baumannii na sepse hospitalar adquirida e pneumonia (SHI et al., 2017), 

Porphyromonas gingivalis na periodontite (XU; SELERIO-POELY; YE, 2018), Vibrio 

parahaemolyticus e Vibrio vulnificus associados a gastroenterites em humanos (NEEMA et 

al., 2012) e Shewanella marisflavi na síndrome ulcerativa da pele em pepinos do mar 

(Apostichopus japonicus) (XU et al., 2019). Segundo Li et al. (2014) apesar dos MΦs terem 

sido isolados de rim cranial de peixe ayu eles foram tratados com IgY específica e infectados 

com V. anguillarum marcado com FITC e analisados 30 min após a infecção e os resultados 
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mostraram que a porcentagem fagocítica de MΦs do grupo tratado com a IgY específica foi 

maior do que o tratado com a IgY inespecífica. Estudos anteriores relataram que a IgY 

específica exibe atividades bactericidas e bacteriostáticas por opsonização da bactéria para 

fagocitose de MΦs, ou para inibir o crescimento bacteriano (ZHEN et al., 2008; MAHDAVI 

et al., 2010; JIN et al., 2013).  

Por fim, foi possível concluir em primeira instância que o método de sensibilização e 

isolamento dos MΦs via bexiga natatória foi eficaz e proporcionou a obtenção de culturas 

seletivas e um modelo funcional para estudo inflamatório e infeccioso. Interposto a isto, a IgY 

produzida, teve ação neutralizante sobre proteínas de superfície bacteriana e proteínas pré 

formadas no citoplasma bloqueando a adesão, facilitando a opsonização e fagocitose, assim 

como os mecanismos de sobrevivência intracelular da A. hydrophila. Foi observada ação 

moduladora no processo fagocítico na produção da FA e consequentemente dos ROIs 

controlando a infecção sem a produção excessiva destes radicais livres, evitando assim o dano 

tecidual para o hospedeiro. Além disso, foi mostrada a importância do ON na ação bactericida 

da A. hydrophila, assim como o percurso natural da infecção em um estágio crônico. A junção 

destes efeitos na neutralização da A. hydrophila proporcionou a redução no gasto energético 

dos MΦs, permitindo afirmar a ação terapêutica da IgY na infecção por A. hydrophila. 
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CAPÍTULO IV - CONCLUSÕES 

 

No Capítulo II, a IgY anti-A. hydrophila foi capaz de detectar células de A. 

hydrophila em tecidos de tilápia-do-nilo infectados com a bactéria homóloga. Visto a 

deficiência e dificuldade para a obtenção de imunomarcadores específicos para moléculas de 

tilápias-do-nilo, assim como para os patógenos que infectam este organismo aquático. A 

validação da IgY no diagnóstico da A. hydrophila possibilitou sua aplicação para kits de 

imunodiagnóstico. Prova disso, é que em 2017 nosso grupo de pesquisa desenvolveu, um kit 

de diagnóstico rápido e de baixo custo, para a detecção de vários microrganismos que 

acometem a produção aquícola, tal tecnologia foi depositada pela Agencia Unesp de Inovação 

(AUIN), no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI) número de registro 

BR1020170087360.  

Os resultados do Capítulo III, contribuíram para a o desenvolvimento de uma 

tecnologia alternativa na terapêutica de enfermidades bacterianas em organismos aquáticos, 

bem como para a compreensão parcial do processo fagocítico na infecção natural e o 

mecanismo de ação da IgY anti-A. hydrophila neste processo. Além disso, esses resultados 

demonstraram que a IgY pode substituir o uso abusivo de antibióticos na água, e por 

consequência evitar a geração da seleção de bactérias resistêntes, colaborando diretamente 

para o setor de saúde pública. Somado aos fatos, tais aplicações poderão fomentar duas 

cadeias produtivas, aves e peixes, agregando valores na produção de ovos e possibilitando a 

criação de organismos aquáticos livres de resíduos de antibióticos, podendo promover uma 

certificação positiva na produção pesqueira.  
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