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RESUMO

As enfermidades tém se destacado como um dos principais entraves para o desenvolvimento
da aquicultura, e apesar do tambaqui Colossoma macropomum ser a espécie nativa mais
produzida na América do Sul, pouco conhecemos sobre as enfermidades que o afetam e
como o seu mecanismo imune reage frente as infecgdes. A septicemia hemorragica € causada
pela bactéria Aeromonas hydrophila, e se destaca como uma das principais enfermidades na
aquicultura, principalmente em espécies tropicais. Por isso, confirmamos a patogenicidade
de A. hydrophila pelo Postulado de Koch e estabelecemos as doses letais até 80%, estimando
a DLso em 5, 57 x 107 a 1, 41 x 108 UFC/mI. N&o recomendamos o verde malaquita como
recurso profilatico e indicamos ceftriaxona, florfenicol, oxitetracyclina, sulfazotrim e
tianfenicol como potenciais antimicrobianos para o controle desta bactéria, mas
consideramos 0s 6leos essenciais de cravo Eugenia caryophyllata e canela Cinnamomum
zeylanicum como melhores opgdes para potencial tratamento da bacteriose, com forte
atividade inibitdria. Descrevemos um perfil leucocitario incomum de severa leucopenia em
periodo agudo de infeccdo, devido a liberagdo de armadilhas extracelulares pelos leucécitos
(ETosis). ETosis € um mecanismo de suicidio leucocitario, ainda ndo descrito para a maioria
dos peixes, e que pode ser considerado como um dos Gltimos recursos imunes adotado pelo
hospedeiro para tentar conter a infec¢do. Este mecanismo pode ser visualizado através de
uma metodologia de baixo custo e de facil execu¢do em microscopia eletrénica de varredura,
desenvolvida nesta tese. Como o0s estudos genéticos beneficiam substancialmente o
desenvolvimento da criacdo de uma espécie, a sequéncia parcial genética de peptidios
antimicrobianos (HSP70, lisozima e proteinas do sistema complemento), receptor de

citocina e citocinas (IRAK 1, IL-1B e IL-10) foram descritas. PadrGes de expressoes



genéticas foram caracterizadas quanto a modulacao de cada gene, em resposta as diferentes
fases de infecgéo por A. hydrophila. A modulagéo das expressdes dos genes imunes mostrou-
se aumentada em peixes infectados, tanto na fase inicial da infec¢do (principalmente em
torno de 6h e 24h) quanto na fase cronica (7d e 14d). Apenas o gene associado a regulacdo
térmica, HSP70, mostrou-se negativamente modulado em peixes infectados. Destacamos o
aumento na expressdo dos genes de citocinas e lisozima, evidenciando atividade pré e
antiinflamatdrias. Porém, o maior destaque é dado para os genes HSP70 e proteinas do
sistema complemento: C3 e C4. A modulagéo dos genes de HSP70 foi afetada negativamente
em peixes infectados, sugerindo que peixes afetados por A. hydrophila ficam mais propicios
a sensibilidade térmica e as infeccbes secundarias. Com relacdo as proteinas do sistema
complemento, apesar da regulagdo aumentada na expressdo do gene C4, seguindo a
tendéncia pro-inflamatdria, o gene C3 surpreendentemente ndo foi expresso na maioria dos
peixes saudaveis e infectados. Adicionalmente, na analise de do sistema complemento no
soro, a auséncia de atividade hemolitica corrobora com os resultados de expressdo génica,
sugerindo provavel deficiéncia no sistema complemento desta espécie, nas condi¢des
testadas. A auséncia de dados na literatura e as possiveis razdes para a regulacdo da

expressao génica e associacdo com doencas de peixes sdo abordadas nesta tese.

Palavras-chaves: aquicultura, bacteriose, imunidade inata, peixe, peixe nativo, septicemia

hemorragica
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ABSTRACT

Diseases have emerged as one of the main obstacles to aquaculture development, and
although tambaqui Colossoma macropomum is the most produced native species in South
America, little is known about the diseases that affect this fish and how its immune
mechanism reacts to infection. Hemorrhagic septicemia is caused by the bacterium
Aeromonas hydrophila, and stands out as one of the major diseases in aquaculture, especially
in tropical species. Therefore, we confirmed the pathogenicity of A. hydrophila by the
Koch’s Postulate and established the lethal doses up to 80%, estimating the LDso at 5.57 x
107 to 1.41 x 108 CFU/mI. We do not recommend malachite green as a prophylactic resource
and we recommend ceftriaxone, florfenicol, oxytetracycline, sulphazotrin and thiamphenicol
as potential antimicrobials for this bacterium control, but we consider the essential oils of
clove Eugenia caryophyllata and cinnamon Cinnamomum zeylanicum as the best options for
potential treatment of bacteriosis, with strong inhibitory activity. We describe an unusual
leukocyte profile with severe leukopenia during acute infection due to the release of
leukocyte extracellular traps (ETosis). ETosis is a mechanism of leukocyte suicide, not
described yet for most of fish species, and it can be considered as one of the last immune
mechanisms adopted by the host to try to contain the infection. This mechanism can be
visualized through a low-cost and of easy-execution methodology, developed in this thesis.
As the genetic studies substantially benefit the development of a species farming, the genetic
partial sequence of antimicrobial peptides (HSP70, lysozyme and complement system
proteins), cytokine receptor and cytokines (IRAK 1, IL-1f and IL-10) were described. The
patterns of gene expression were characterized for of each gene in response to the different

stages of A. hydrophila infection. The immune gene expression was shown to be increased
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in infected fish, both in the initial phase of infection (mainly around 6h and 24h) and in the
chronic phase (7d and 14d). Only the gene associated with thermal regulation, HSP70, was
shown to be down-regulated in infected fish. We highlight the modulation of cytokine and
lysozyme genes, evidencing pro and antiinflammatory activities. However, a great
prominence is given to the genes related to HSP70 and complement system proteins: C3 and
C4. The HSP70 gene was down-regulated in infected fish, suggesting that fish affected by
A. hydrophila are more susceptible to thermal sensitivity and secondary infections.
Regarding complement system proteins, although C4 gene regulation follows a pro-
inflammatory trend, the C3 gene was surprisingly not expressed in most healthy and infected
fish. Additionally, in the analysis of the complement system in the serum, the absence of
hemolytic activity corroborates with the results of gene expression, suggesting a probable
deficiency in the complement system of this species, under the conditions tested. The lack
of data in the literature and the possible reasons for the regulation of gene expression and

association with fish diseases are addressed in this thesis.

Key-words: aquaculture, bacteriosis, fish, hemorrhagic septicemia, innate immunity, native

fish.

Xiii



Capitulo 1

1. Revisao bibliografica

1.1.  Agquicultura: cenério atual e tendéncias para a producao de tambaqui

Os ultimos dados divulgados pela FAO (Food and Agriculture Organization of the
United Nations) em Sofia (2018) demonstram que o continente Americano é o segundo
maior produtor mundial de peixes, atrds apenas do continente Asiatico (composto por paises
como a China, que é o maior produtor mundial) (Sofia, 2018). Por isso, se excluirmos as
regides geograficas abrangidas pelo continente Asiatico, a América do Sul passa a ser a
maior produtora mundial de peixes (Sofia, 2018). E, dentre 0s paises Americanos, o Brasil
se destaca como o 13° maior produtor mundial. Ainda, se considerarmos apenas as espécies
produzidas em &guas continentais, o Brasil passa a ser o 8° maior produtor mundial (Sofia,
2018) e principal produtor do continente Americano (Valladao et al., 2018).

A piscicultura no Brasil é favorecida pela diversidade de espécies de peixes,
disponibilidade de recursos naturais, condi¢fes climaticas propicias para a producdo das
espécies continentais, além da disponibilidade de insumos em quase todo o pais. Nos tltimos
dados divulgados pelo IBGE (referentes a 2017), o Brasil produziu mais de 485 mil toneladas
de peixes no ano, correspondendo quase 70% da producdo aquicola. Dentre uma enorme
variedade de peixes exéticos e nativos com potencial para a aquicultura, o tambaqui,
Colossoma macropomum se destaca por ser 0 peixe nativo mais produzido no Brasil
(Valladdo et al., 2018), totalizando 18,2% da piscicultura nacional (IBGE, 2017). No Brasil,
espera-se que nos proximos anos, a tendéncia de crescimento na producgdo de espécies
nativas ultrapasse a de espécies exaticas, assim como ocorreu historicamente em outros
paises representativos em producédo de peixes (Vallad&o et al., 2018).

O tambaqui C. macropomum, descrito como black pacu nas estatisticas da FAO, ou

conhecido por cachama em diversos paises da América Latina, € um peixe caraciforme,
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nativo da Bacia Amazonica. Adaptado as dguas quentes, € um animal sensivel as variacoes
térmicas (Hashimoto et al., 2012; Fernandes et al., 2018; Valladao et al., 2018), mas se
destaca quanto ao potencial produtivo devido seu héabito zooplanctéfago, facil reproducéo
(Moro et al. 2013) e por ser resistente as situa¢des de hipdxia extrema e baixo pH (Wood et
al., 2017). Por ter a carne muito apreciada pelos consumidores, este peixe apresenta um alto
valor cultural e comercial para diversos paises da América do Sul, com destaque para o
Brasil, Coldmbia, Peru, Venezuela, Bolivia e Equador (Vallad&o et al., 2018). A producéo
do tambaqui cresce anualmente no pais, com destaque para o estado de Ronddnia, que é o
maior produtor, seguido do Amazonas, Maranhdo, Roraima, Paré e Tocantins, e atualmente,
sua criacdo tem se expandido para outros estados, principalmente aqueles de clima quente,
como Norte, Nordeste e Centro-Oeste (IBGE, 2017).

Como um fato comum e histérico em diversos paises, a tendéncia futura é de que a
producdo de peixes nativos ultrapasse a dos peixes exoticos na América do Sul (Valladdo
et al., 2018), assim como a producdo de tambaqui que ja ultrapassou a dos ciprinideos no
Brasil e em breve podera alcancar a producdo da tilapia-do-Nilo Oreochromis niloticus. No
entanto, com a intensificacdo da producdo do tambaqui, assim como de qualquer outra
espécie, ocorre o surgimento de problemas sanitarios que podem afetar economicamente a
producdo, inviabilizando sua comercializagdo dentro e fora do pais.

Pesquisadores concordam que o aparecimento de enfermidades infecciosas na
aquicultura estd frequentemente associado a elevada quantidade de matéria organica nos
viveiros de producgéo, decorrente da alta densidade de estocagem e elevado arragoamento
(uso massivo de racdo comercial), além de ser facilitado pelo manejo inadequado e
estressante. Assim, baseado nos aspectos atuais da producdo do tambaqui e as perdas
ocasionadas pelas doengas, o conhecimento sobre agentes etiologicos e a relagdo destes com

0 hospedeiro se faz necessario.
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Capitulo 5

Considerac0es Finais

O sucesso produtivo de uma espécie de peixe, requer o dominio do conhecimento
de todos os aspectos sanitarios basicos, ja que, atualmente, as enfermidades sdo apontadas
por muitos estudiosos como o principal entrave para o desenvolvimento da aquicultura
mundial. Por isso, nossos estudos foram baseados na atual necessidade de informagdes
para a criagdo do tambaqui.

Na tese destacamos que o tambaqui € o peixe nativo mais produzido na América
do Sul, e que é comum produtores terem problemas de mortalidade em sua produgéo.
Apesar disto, na literatura, ndo foram encontrados dados que confirmassem a identidade
e patogenicidade da Aeromonas neste peixe. O nosso primeiro estudo confirmou, através
do cumprimento do Postulado de Koch e estudo de letalidade, que a Aeromonas
hydrophila causa doencga e septicemia hemorragica em tambaqui. Além disto, baseado na
confirmacéo da presenca desta importante doenca para o tambaqui, no primeiro estudo
realizamos experimentos para encontrar moléculas promissoras para o controle da
aeromonose. Como o uso de substancias off-label é comum no tratamento de
enfermidades na aquicultura, nesta tese, esclarecemos porque o uso de medicamentos
deve ser previamente estudado, e mostramos o potencial dos dleos essenciais de plantas
medicinais, antimicrobianos e desinfetantes no controle de Aeromonas no tambaqui.

Conforme citado ao longo do trabalho, apesar do sistema imune inato dos peixes
ser um dos principais mecanismos de protecdo contra patdgenos, a resposta, que &
intrinseca a cada espécie, ndo foi caracterizada no tambaqui até 0 momento. Por isso, no
segundo estudo, avaliamos a imunidade inata (atividade antimicrobiana humoral e
celular) no tambaqui, e os achados em peixes infectados incluiram principalmente uma

leucopenia grave. Isto proporcionou novos estudos devido a suspeita da ocorréncia da
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morte celular de leucécitos para liberacdo de armadilhas extracelulares (ETosis), um
mecanismo imune do hospedeiro para contengdo da infeccdo. Ao ser investigado,
desenvolvemos uma metodologia adaptada para visualizagdo desta formacgdo de
armadilhas extracelulares por leucocitos em microscopia de varredura. Com este segundo
estudo, descrevemos o mecanismo de ETosis pela primeira vez em um peixe nativo da
América do Sul, e presumimos que este € um dos Ultimos recursos executados pelo
tambaqui para conter a infeccdo. Evidenciamos que apds essa estratégia, ele retorna a
producdo e liberacdo de um numero elevado de células fagocitarias na circulacdo
periférica.

Por fim, no terceiro estudo , estabelecemos os padrdes de resposta imune inata do
tambaqui, desvendando trechos parciais da sequéncia de 7 genes imunes chaves, o que
podera auxiliar futuros estudos de expressao génica para esta espécie. A modulacdo da
expressao génica foi estabelecida em diferentes fases da infeccdo por Aeromonas pela
primeira vez para este peixe nativo.

A partir dos proximos anos, a literatura sobre 0s peixes nativos sera mais robusta
e esta tese pode prover subsidios para a formulacdo de vacinas e tratamentos contra
aeromonose na aquicultura, além de prover mais discussdo sobre aspectos basicos da
imunidade dos peixes sul-americanos abrindo portas para estudos mais aprofundados
sobre o suicidio celular e sobre a expressdo de genes imunes chaves em diferentes

condicdes.
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