RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta
dissertacdo sera disponibilizado
somente a partir de 24/07/2021.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP

CAMPUS DE JABOTICABAL

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO E IN VIVO DO
PEPTIDEO LL-37 CONTRA Streptococcus agalactiae EM
TILAPIA-DO-NILO

Elielma Lima de Sousa

Bidloga

2020



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP

CAMPUS DE JABOTICABAL

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO E IN VIVO DO
PEPTIDEO LL-37 CONTRA Streptococcus agalactiae EM
TILAPIA-DO-NILO

Discente: Elielma Lima de Sousa

Orientadora: Profa. Dra. Fabiana Pilarski

Dissertacao apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Veterinarias — Unesp,
Campus de Jaboticabal, como parte das
exigéncias para a obtencdo do titulo de
Mestre em Microbiologia Agropecuaria.

2020



Sousa, Elielma Lima de
ST25a Atrvidade antimicrebiana in vitre e in vive do peptides
LL-37 contra Streptococcus agalactiae em tilipia-do-nilo /
Elielma Lima de Sousa. -- Jaboticabal, 2020
T6 £ :1il., tabs., fotos

Dissertacio (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Faculdade de Ciéncias Agranas e Vetermanas,
Jaboticabal

COrmientadora: Fabiana Pilarzla

1. Peptideos. 2. Acdo antimicrobiana. 3. Tratamento. I
Titulo.

Sistema de geragdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da
Faculdade de Ciéncias Agranas e Vetennarias, Jaboticabal. Dados formecidos

pelo autor{a).
Ezsa ficha ndo pods ser modificada.




UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp® " /i

CERTIFICADO DE APROVACAO

TITULO DA DISSERTAGAG: ATIVIDADE ANTIMICROBIANA n vitra E in vivo DO PEFTISEQ LL-37
CONTRA Straplococeus agalactiae EM TILARIA-DO-NILO

AUTORA: ELIELMA LIMA UE SOUSA
ORIENTADORA: FABIANA PILARSKI

Aprovads comeo parte das exigdnciag para obtengda do Titulo de Mestra em MICROBIOLOGIA
AGROPECUARIA, pela Comisadio Examinadara:

Profa, Dra. FABLANA PILARSH] %m 'aw\

Canitra de Agquicultura-FOAVILNESP | JasoticabaliSe

Pref, Dr, JONAS AUGLISTO RIZZATO PASCHOAL P ﬁ @hm Qﬁﬂa}“d’d

Faculdade d¢ Cignclas Farmactuticas de Ritwirdo Preto-USP | Riairso Prato/Se

(VIDECCONFERENCLA) (PJ m \Qj : M
Pas-doutoranda MARITA VEDOVELL| CARDOZO :

Departamento de Patalogia Veterindara § FCAY / UNESP - Jaboticabal
(VIDEOCHFEREN )

Jaboticabal, 24 de jula de 2020

Fiaouklinki da Calrdax Agniiag. o Viivindrien - Glroun da Jaboricabd -
Vil A Profumer P D Suatlrn, ahn, IBEGRE), Sabodaal . S Fevs
beelpos TP G DO S Tl AT




DADOS CURRICULARES DO AUTOR

Elielma Lima de Sousa — nascida em S&o Luis, Estado do Maranh&o, em 05
de agosto de 1992. Ingressou no Curso de Ciéncias Bioldgicas (Licenciatura e
Bacharelado) em 2011 na Universidade Estadual do Maranhdo— Campus Paulo VI
em S&o Luis, obtendo o titulo de bidloga em 2017. Durante a Graduacao, realizou
graduacdo sanduiche de um ano e quatro meses (2013-2014) na Universidade de
Alberta, Canada. Ainda como estudante de graduacao, realizou outro intercambio,
desta vez na Argentina. A carreira cientifica como pesquisadora teve inicio no
segundo ano de graduacdo (2012), quando desenvolveu o primeiro trabalho de
Iniciacdo cientifica (2012-2013) Apds a realizacdo deste trabalho, tornou-se bolsista
de Incitagdo cientifica por mais dois anos (2015-2017). Os trabalhos de pesquisa
desenvolvidos resultaram em artigos e resumos apresentados e publicados em
anais de eventos cientificos locais e internacionais. Realizou trés estagios
extracurriculares. Ingressou no curso de mestrado em margo de 2018, no programa
de PoOs-graduacdo em Microbiologia Agropecuaria, na Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” — FCAV — Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (Campus Jaboticabal).



AGRADECIMENTOS
Agradeco primeiramente a Deus pela minha existéncia, por tudo que sou e tenho.

A minha familia, especialmente aos meus queridos pais Maria Nivia e Pedro pelo

apoio, amor e confiancga.

Agradeco a Profa. Dra. Fabiana Pilarski pelo aceite no grupo de pesquisa, por ter
acreditado e confiado no meu trabalho. Obrigada pela orientagéo, paciéncia e por

ajudar na minha formacéo profissional.

Agradeco ao Prof. Dr. Norival Santos-Filho pelo suporte e disponibilidade de tempo,

de muito bom grado em todos 0s momentos que necessitei.
Aos professores membros da banca examinadora pelo seu tempo e contribuicao.

Aos colegas do Laboratorio de Microbiologia e Parasitologia de Organismos
Aquaticos (LAPOA) por toda ajuda, em especial, ao Inacio e Raphael pelo apoio e

conhecimento técnico para que este trabalho fosse desenvolvido;

Ao Programa de Pdés-graduacdo em Microbiologia Agropecuaria e a Faculdade de

Ciéncias Agrérias e Veterinarias — FCAV/Unesp.
Aos peixes, que cederam suas vidas para esse projeto.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacao de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001.

E todas as pessoas que de alguma forma contribuiram para a conclusdo deste

trabalho.

Obrigada a todos!



SUMARIO

LISTADE TABELAS ... e e e e ees )Y
LISTA DE FIGURAS ...t e e e et e e e e e e e eane ee Y
RESUMIO ... e e e e e e e e e e s vi
Y 0151 =T SR vii
CAPITULO 1 — CONSIDERAGCOES GERAIS.........coceieeeeeeeeeeeeeeee e 1
L INTRODUGAO ..., 1
2 REVISAO DE LITERATURA ... 3
2.1 PiSCICUItUra NO BrasSil ..........oiiiiiiiiiiiiiiiiie e e e 3
2.2 Estreptococose: um desafio para tilapicultura mundial ......................o.... 4
2.3 Tratamento da estreptococose na PiSCiCuUltura............cccevvvvvivviiiieeeeeeennnnns 6
2.4 Uso de peptideos como antimicrobiano ..............ccceeeiieeeiiiiiiiiiiiiie e, 7
2.5 Peptideos Antimicrobianos na AqUICUltUra............cceeeeeeeeiieiiiiiiiiiie e, 8
2.6 PePUIAEO LL-37 ... et a e e e e aaaa 9
2.7 Parametros hematolégicos e imunoldgicos em peixes teledsteos .......... 11
BREFERENCIAS ......coieeeeeeeeeeee ettt ettt 13

CAPITULO 2: Haematological, biochemical and immunological biomarkers,
antibacterial activity, and survival in Nile tilapia Oreochromis niloticus after
treatment using antimicrobial peptide LL-37 against Streptococcus

AQAIACHIAER. . ... ceeeeeieiii e a e aaaaaaaaa 23
Y 013 1 = Lo P 24
L INEFOTUCTION. ... nnnes 25
2. Material and MethOdS ..........uuiiiiii e 27
2.1, ANtIMICIODIAIS ... 27
2.2.Cytotoxicity studies by haemolytic activity ............ccoeeeevviiiiiiiiiiinceeeii, 28
2.3.Antimicrobial susceptibility testing (AST) .......covieiiiiiiiice e, 29
2.3.1. Bacterial iSOIAteS ...........oiiiiiiiiiiiiiiie e 29

Y] ) 29
2.4. In vivo therapeutic effeCtiVENESS ........covviiiiiiiiiicie e, 30
2.4.1. Fish and Study deSign.........ccooiiiiiiiiiiiieeee e 30



2.4.2.1. Inoculation of S. agalactiae KUB0557.1........ccccoeveeevviviiiiiiiinneeennn. 32

2.4.2.2. Antimicrobial administration............cccccoeeeeeen 32
2.4.3. EffECHVENES ..o 33
2.4.3.1. Histological analysSes ... 33

2.5. BloOd Parameters .......coooeeeeeeeeeeeeeeee 34
2.5.1. Hematological analySes...........oooooiiiiiii i 34
2.5.2. Biochemical analySes ... 35
2.5.3. Immunological analySes ... 35
2.5.4. Evaluation of micronuclei and nuclear abnormalities in
BIYENTOCYIES. .. oo 36
2.6. Statistical analySIS ........cooveiieieeee e 36
S RESUILS ... e et e e e e eeaane 36
3.1. Hemolytic activity of LL-37 against Nile tilapia red blood cells................ 36
3.2. In vitro antimicrobial aCtiVIty............ooooeeeiiie e 37
3.3. In vivo therapeutic effeCtivVeNEsS ........ccooeveeiiiiiiiiiiiie e, 33
3.3.1. Histological analySes...........ccuviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee 40

3.4. Hematological analySes..........cooooiiiiiiiiiieee 43
3.5. Biochemical analySES ........ccoeeeiiiiiiiiiiii e 45
3.6. Immunological aNalYSES .........ccoiiiiiiiiiiiii e 45
3.7. Erythrocytes abnormalities ..............ceeiiiiiiiiiiiiicce e, 46
I ol U 1] o o PP 48
5 ACKNOWIEAQEMENT ... .o 52

B R I ENCES ... e e 53



Dy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA =
unesp "JULIO DE MESQUITA FILHO" e
= Campus de Jaboticabal (W

0
Pt

CEUA - COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado “Atividade in vitro e in vivo
do peptideo LL-37 contra Streptococcus agalactiae em tilapia-do-nilo”,
protocolo n® 011794/19, sob a responsabilidade da Prof Dr® Fabiana Pilarski,
que envolve a produgdo, manutengao efou utilizagio de animais pertencentes
ao Filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da lei n°
11.794, de 08 de outubro de 2008, no decreto 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as nomas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagao Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAQ DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS (CEUA), da FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E
VETERINARIAS, UNESP - CAMPUS DE JABOTICABAL-SP, em reuniao
ordindria de 13 de setembro de 2019,

Vigéncia do Projeto 20/09/2019 a 15/02/2020
—E;pécie f Linhagem Oreachromis nifoticus (Tilapia do Nilo)

'N° de animais 204 .

Peso/ ldade 100 gramas

Sexo Machos -
Frigem Piscicultura Tuiuiv, SP

Jaboticabal, 13 de setembro de 2019.

>y s
Everlon Cid Rigobelo

Fatuldada de Cénaas Agranas @ Valerindrias
Via da Acesso Prof. Paule Donato Castellane, a/n CEP 14884.500 - Jabotcabal! 5P - Brasil
1 16 32009 7100 www.icaxv.unesp br




LISTA DE TABELAS

CAPITULO 2 .ottt Pagina

Table 1. Histological changes according to the degree of intensity in Nile tilapia
Oreochromis niloticus 20 days post-challenge with Streptococcus agalactiae
and administration of LL-37 or florfenicol (FFC) .........cccooiiiiiiiiiiiiiiii e, 42

Table 2. Intestinal morphometry of Nile tilapia treated with LL-37 or florfenicol
(FFC), at 20" day after challenge with Streptococcus agalactiae..................... 43

Table 3. Haematological parameters of Nile tilapia Oreochromis niloticus 20
days post-challenge with Streptococcus agalactiae and administration of LL-37
OF flOrfEeNICOl (FFC) ..uneeeee e e e e e eaanns 44

Table 4. Serum biochemical parameters of Nile tilapia Oreochromis niloticus 20
days post-challenge with Streptococcus agalactiae, and administration of LL-37
OF FlOrfeniCol (FFC) ..o 45

Table 5. Comparison of micronuclei and other nuclear abnormalities in Nile
tilapia 20 days post-challenge with Streptococcus agalactiae and administration
of LL-37 or florfenicol (FFC) ..., a7



LISTA DE FIGURAS

(07X =1 U] 1 1RO Pagina
Figure 1. Hemolytic activity of the LL-37 to Nile tilapia red erythrocytes.......... 37
Figure 2. Cumulative survival (%) of Nile tilapia challenged with S. agalactiae
and medicated with LL-37 or florfenicol (FFC)...........uuoiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 38
Figure 3. Typical signs of streptoccosis in fish dying during the experimental
o T=] 10 Lo S 39
Figure 4. Changes in tissue section of Nile tilapia ...........cocccviiiiiiiiinee, 40

Figure 5. Mean of Leukocyte respiratory burst, Serum lysozyme concentration
and Hemolytic activity of the alternative pathway of the complement system of
surviving O. niloticus in 20" day post treatment with LL-37 peptide................ 46

Figure 6. Photomicrographs of erythrocytes with normal nucleus, Micronuclei
and nuclear abnormalities in peripheral blood cells of Nile tilapia .................... a7



Vi

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO E IN VIVO DO PEPTIDEO LL-37
CONTRA Streptococcus agalactiae EM TILAPIA-DO-NILO

RESUMO - A estreptococose € uma doenca bacteriana que causa grandes
perdas econémicas na producdo de tilapia. O Streptococcus agalactiae € um dos
principais patdgenos causadores de infeccdo em tilapia, em vérias regibes do
mundo. Atualmente, no caso de infeccbes microbianas em peixes, existem apenas
duas moléculas licenciadas para uso na aquicultura. Os peptideos com potencial
antimicrobiano sdo compostos promissores no desenvolvimento de uma nova classe
de antimicrobianos. O peptideo LL-37, uma catelicidina humana caracterizada como
um antibiético de amplo espectro possui propriedades quimiotaticas e
imunomoduladoras, as quais inibem a colonizacao de patégenos. Desta forma, neste
trabalho objetivou-se avaliar a atividade antimicrobiana do peptideo LL-37 em tilapia-
do-Nilo infectadas com S. agalactiae. Foi determinada a concentracdo inibitoria
minima (CIM) e a concentragdo bactericida minima (CBM) do LL-37 para S.
agalactiae. Adicionalmente, avaliou-se a atividade hemolitica desse peptideo e
sua eficacia no tratamento da estreptococose em tilapia-do-Nilo. Os resultados
demonstrados neste estudo mostraram que a concentracdo inibitéria minima e a
concentragdo bactericida minima do LL-37 para S. agalactiae foi 31,25 pg/mL. Os
parametros hematoldgicos, bioquimicos e imunoldgicos apresentaram valores sem
diferencas significativas entre os grupos. Nossos resultados sugerem que o peptideo
LL-37 é um potente antimicrobiano contra S. agalactiae in vitro e ndo afeta a
viabilidade celular dos peixes. Nao foi possivel, com a dose 15 mg/kg controlar a
mortalidade da tilapias infectadas com a bactéria, contudo, foi possivel eliminar o
patdgeno dos peixes sobreviventes, o que pode ser positivo no controle de
estreptococose recorrente.

Palavras-chave: peptideo, acdo antimicrobiana, tratamento
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ANTIMICROBIAL ACTIVITY IN VITRO AND IN VIVO OF LL-37 PEPTIDE AGAINST
Streptococcus agalactiae IN NILE TILAPIA

ABSTRACT - Streptococcosis is a bacterial disease. It causes elevate
economic savings in tilapia production. Streptococcus agalactiae is a pathogen wich
cause motality of red tilapia in many regions of the world. Currently, microbial
infections in fish are treated only with two molecules which one are licensed for use
in aguaculture. Peptides with antimicrobial potential are promising compounds in the
development of a new class of antimicrobials. LL-37 peptide has broad spectrum
bacterial activity. In the present study, we aimed to evaluate antimicrobial activity of
peptide LL37 in Nile tilapia infected with S. agalactiae. The minimum inhibitory
concentration (MIC) and the concentration bacterial resistance (CBR) from LL-37 to
S. agalactiae were analyzed. Additionally, hemolytic activity of this peptide was
tested. As well, we evaluated efficacy of LL-37 in the treatment of streptococcosis in
Nile tilapia. As the results, the minimum inhibitory concentration and the minimum
bacterial concentration of LL-37 for S. agalactiae were 31.25 pg/mL. LL-37 in the
treatment of infectious diseases by S. agalactiae was not effective at the dose of 15
mg/kg. Hematological, biochemical and immunological parameters include values
within the range for healthy fish. Changes in blood cells and tissue of brain, kidney,
liver and splen were found. Our results suggest LL-37 is a potent antimicrobial
against S. agalactia in vitro and it does not affect fish cell viability. We conclude, It
was not possible to control the mortality of streptococcosis with the dose of 15 mg/kg
of LL-37, however, it eliminated either pathogen in surviving fish.

Keywords: peptide, antimicrobials, treatment



CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1 INTRODUCAO

A auséncia de um manejo adequado nos viveiros e tanques-rede utilizados
nos diferentes sistemas de producdo pode levar a deterioracdo da qualidade da
agua, com consequéncias para todo o sistema aquatico e também para a criacao de
organismos aquaticos (Meneghine, 2013).

Assim, faz se necessario o monitoramento dessa atividade, sobretudo nos
lugares onde hé& rapida expansao e concentrada densidade de organismos nestes
sistemas de criacéo (Dias e Sipauba-Tavares, 2012).

Alteracbes fisicas e quimicas do meio aquatico s&o criticas para
desenvolvimento de doencas parasitarias e bacterianas em peixes. A combinacao
de um patégeno presente na agua, um hospedeiro suscetivel e um ambiente com
baixa qualidade define a patogénese de muitas doencas infecciosas em peixes
(Plumb e Hanson, 2011).

Nos ultimos anos, a criacao de tilapia tem sido prejudicada economicamente
por elevada taxa de mortalidade decorrente principalmente de doencas bacterianas,
e dentre elas, destaca-se a estreptococose. De acordo com Figueiredo et al. (2006),
infeccbes causadas por Streptococcus spp. aumentaram nos Ultimos anos por
elevacdo na ocorréncia de casos clinicos, principalmente, associados a
Streptococcus agalactiae (S. agalactiae) com perdas na tilapicultura mundial.

A bactéria S. agalactiae além das mortalidades que provoca, também
apresenta potencial de infectar mamiferos, humanos e aves, constituindo-se em um
risco para a saude publica. Em neonatos humanos, o S. agalactiae € o principal
agente etiolégico de septicemia, com evolucdo para outros quadros clinicos graves
(Domelier et al., 2008).

Atualmente, no caso de infec¢cdes microbianas em peixes, existe apenas dois
antimicrobianos licenciados para uso na aquicultura, o florfenicol (especifico para o

tratamento da estreptococose) e a oxitetraciclina. A ineficacia desses medicamentos



pode levar ao uso irregular de outros antimicrobianos e aplicagéo de elevadas doses
favorecendo a resisténcia bacteriana, o que pode gerar impacto ambiental e
acumulo de residuos no produto destinado ao consumo humano (Hélmstrom et al.,
2003).

A resisténcia de patdgenos aos antimicrobianos licenciados tem se tornado
um problema mundial de interesse na produgcdo aquicola. Varios microrganismos
multirresistentes vém surgindo atualmente e, em sua grande parte, sdo bactérias
causadoras de infeccdes em peixes (Costa et al., 2008; Amarante et al., 2018).

A presenca de bactérias resistentes aumenta tanto a mortalidade como
também o custo do tratamento, a evolucdo do quadro infeccioso e a duracdo da
doenca (Fernandes et al.,, 2014). Para solucionar essa problematica, diversas
estratégias vém emergindo. Uma delas é através de estudos com peptideos
antimicrobianos (PAMs), o0s quais sao componentes do sistema imune de
vertebrados e invertebrados e a primeira linha de defesa contra a invasao de
microrganismos (Brogden, 2005; Brown e Hancock, 2006).

Os PAMs podem ser utilizados em combinacdo ou ndo com outros farmacos e
sdo compostos promissores no desenvolvimento de uma nova classe de
antimicrobianos, pois apresentam caracteristicas como a capacidade de eliminar
bactérias Gram positivas e negativas, e atividade contra patdgenos ja
multirresistentes aos farmacos comerciais (Da Silva et al., 2013; Krelin et al., 2016;
Santos-Filho et al., 2017).

Os PAMs possuem atividade antimicrobiana jA comprovada contra diversos
patogenos (Kim et al., 2002; Rahnamaeian, 2011; Bahar e Ren, 2013 Santos-Filho
et al.,, 2017; Kim et al., 2017; Liu et al., 2018). O tratamento com peptideos se torna
uma alternativa ao uso de antimicrobianos, representando uma possibilidade
interessante no controle de surtos de doencas.

Entre os peptideos mais utilizados em estudos cientificos destaca-se o
peptideo LL-37, um peptideo catibnico pertecente a familia das catelicinas e
presente nos humanos, com amplo espectro de acdo, predominantemente
encontrado e secretado em varios tecidos e fluidos (De Smet e Contreras, 2005;
Cederlund et al., 2011). E € um peptideo com capacidade de neutralizar a parede

das bactérias (LPS) e interromper o seu crescimento (Cederlund et al., 2011).



Por ser um peptideo com atividade antimicrobiana promissora (Mookherjee e
Hancock, 2007; Overhage et al., 2008; Molhoek et al., 2009; Hell et al., 2010,
Kanthawong et al., 2010; Thennarasu et al., 2010; Kanthawong et al., 2012) o LL-37
foi selecionado para ser usado neste trabalho, uma vez que ndo foram encontradas
informacdes na literatura sobre o seu uso no tratamento de infec¢cdes causadas por
S. agalactiae em tilapia-do-nilo.

Desta forma, neste estudo objetivo-se avaliar a atividade antimicrobiana in
vitro e in vivo do peptideo LL-37 em tilapia-do-Nilo infectadas com S. agalactiae; a
atividade citotoxica do peptideo nas células sanguineas e aleracdes nos parametros

hematoldgicos, imunoldgicos e bioquimicos de juvenis de tilapia.



53

In conclusion, this study indicates that LL-37 is a promising antimicrobial candidate in
the fight against bacterial diseases in aquaculture, since it showed strong in vitro antimicrobial
activity against the most important and devastating pathogens of Nile tilapia and no
significant effects on the haematological, biochemical and immunological parameters of the

host, following a single oral dose of 15 mg/kg.
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