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APRESENTACAO DA DISSERTACAO

Esta dissertacdo é composta por dois capitulos: o primeiro capitulo busca,
através de uma introducgdo geral, esclarecer e contextualizar conceitos fundamentais
para a compreenséao do objeto desta dissertacdo, como personalidade, suscetibilidade
a doencas e imunidade em peixes. Ja o segundo capitulo € composto pelo estudo
realizado, no qual procuramos compreender como o sistema imune dos diferentes

perfis de personalidade responde a infec¢do por bactéria patogénica.
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CAPITULO 1
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CONSIDERACOES INICIAIS

Imunocompeténcia em peixes

A piscicultura vem se expandindo no mundo todo e na ultima década
apresentou um crescimento cinco vezes maior do que outras atividades do setor,
como a bovinocultura e avicultura (SILVA et al., 2012). Os avanc¢os na produtividade
também se estendem ao Brasil (BRISTOT, 2008; MOURAO, 2013), que se encontra
na 42 posicao na criacao de tilapia do Nilo (PEIXE, BR, 2018). No ultimo ano, ocorreu
um aumento de 8% na producédo em relacdo ao ano de 2016 (PEIXE BR, 2018). A
intensificacdo pode gerar problemas sanitarios, os quais ocasionam mortalidade nas
pisciculturas decorrentes das enfermidades nos animais (HIRSCH et al., 2006). Por
isso a imunidade natural tem uma importante funcéo para resisténcia a doencas
(MELO, 2008).

A avaliacdo das condicdes fisiolégicas e bioquimicas dos animais é feita
através dos componentes sanguineos dos animais (TAVARES-DIAS, 2003). Os
teledsteos possuem sistema de defesa inato e humoral, e dependendo da espécie,
existem variagcdes morfoldgicas e fisioldégicas em suas células sanguineas (RANZARI-
PAIVA et al., 2013).

A pele é a primeira barreira de protecdo. A epiderme produz secrecdes
lubrificantes para a protecdo, que impedem a invasao, instalacao e proliferacéo de
microrganismos patogénicos (BOIJINK & BRANDAO, 2001). O sistema imunoldgico
do animal é o responsavel por combater microrganismos que ultrapassaram essa
barreira de protecao, por meio de componentes humorais e celulares, que funcionam
juntos na tentativa de evitar o surto de doencas (BILLER-TAKAHASHI & URBINATI,
2014).

O sistema imune inato € o primeiro a responder quando corpo € invadido por
um patégeno e agem de forma mais rapida devido a sua falta de especificidade. Este
sistema € composto por uma combinacgéo de células (macréfagos, monacitos e células
NK), mediadores sollveis (citocinas pro-inflamatorias, incluindo interleucinas (IL-1, IL-
6...), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a barreira epitelial. Estas células séo

responsaveis por inflamacéo, fagocitose e citoxicidade nao especifica (YANO, 1996).
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O sistema humoral € responsavel por criar a memoria imune, agindo através
de anticorpos e linfocitos T, que devido a sua especificidade torna-se mais lento
(ELLIS, 1999; LOPES, 2017). Por exemplo, quando uma bactéria € fagocitada pelo
macrofago, as fracfes resultantes da fagocitose (epitopos) sdo apresentas aos
linfécitos T, que ao se ligarem estimulam a proliferacdo desta célula (SWAIN et al.,
2006).

Os eritrécitos sao as células sanguineas encontradas em maior numero.
Diferentemente dos mamiferos, eles sdo nucleados. Tém formato eliptico, com nucleo
central que acompanha o formato da célula. Sao as células que contém a hemoglobina
(pigmento respiratério com de funcao transporte de O2 e CO2 no sangue). (RANZANI-
PAIVA et al., 2004; PETRY, 2008; RANZANI-PAIVA et al., 2013).

50 um

Figura 1: Extensdo sanguinea com eritrocitos de tilapia (Oreochromis niloticus) coradas

com Giemsa (Fonte: Isabela Mello).

Os linfécitos sao similares e abundantes nas diferentes espécies de peixes.
Produzidos nos orgéaos linfoides (baco e timo), sdo responsaveis pelo reconhecimento
do antigeno e deflagracdo da resposta imune. Eles sdo caracterizados por serem
células esféricas que podem ter tamanhos variados, mas que em geral séo

arredondadas. Seu nucleo € arredondado e a relacdo nucleo-citoplasma é elevada,
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com citoplasma basofilico e sem granulacdes visiveis (RANZANI-PAIVA et al., 2004,
RANZANI-PAIVA et al., 2013).

Figura 2: Extens@o sanguinea com linfocitos (seta) de tilapia (Oreochromis niloticus)

coradas com Giemsa (Fonte: Isabela Mello).

Os mondcitos sdo os maiores leucécitos presentes no sangue periférico dos
peixes, e podem ter até o dobro do tamanho dos eritrocitos. Possui formato
arredondado, com citoplasma basofilico fracamente corado por corante e cromatina
nuclear purpura. A elevacdo do numero dessas células pode ser explicada como uma
reacdo do animal & susceptibilidade de adquirir alguma doenca, isso porque, elas
estdo ligadas a atividade fagocitaria e possuem a capacidade de migracao entre 0s
vasos sanguineos (diapedese) durante o processo infeccioso (RANZANI-PAIVA et al,
2004; PETRY, 2008; RANZANI-PAIVA et al 2013).
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Figura 3: Extens@o sanguinea com mondcito (seta) em tilapia (Oreochromis niloticus)

coradas com Giemsa (Fonte: Isabela Mello).

Os neutrodfilos sdo as células de defesa mais importantes contra infeccéo
bacteriana, uma vez que realizam fagocitose. Em geral, sdo arredondados com
citoplasma basofilico e granulos acidéfilos fracamente corados por corante. Sdo
chamadas de polimorfonucleares, pela variedade de formas que seu nucleo pode
assumir. Além disso, alguns podem apresentar granulacdes eosinofilicas. (TAVARES-
DIAS et al., 2002; RANZANI-PAIVA et al., 2004; RANZANI-PAIVA et al., 2013).

. \¢

o
3

a —

Figura 4: Extensdes sanguineas com neutréfilos (seta) de (A) tilapia (Oreochromis
niloticus) e (B) truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) corados com Rosenfeld em aumento
de 1000x (Fonte: RANZANI-PAIVA, 2013).
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N&do se sabe ao certo qual a funcdo dos eosinodfilos, e embora existam
evidencias de sua presenca na defesa contra parasitas, nem sempre seu aumento
ocorre em peixes parasitados. O seu tamanho é variado, e se diversificam de acordo
com a quantidade e o tamanho de granulos no citoplasma. O ndcleo possui coloracéo
purpura e pode ser arredondado ou ovalado. O citoplasma tem coloragdo rosada
(hialina) rico em granulagBes eosinofilicas, caracteristica determinante para a sua
identificagcdo (TAVARES-DIAS et al, 2002; RANZANI-PAIVA et al, 2004; RANZANI-
PAIVA et al 2013).

A B

Figura 5: Extensdes sanguineas de eosindfilos (seta) de pacu (Piaractus mesopotamicus)
corados com MGGW em aumento de 1000x (Fonte: RANZANI-PAIVA, 2013).

Os basdfilos sao leucécitos raramente observados em peixes, sendo mais
comuns em bagres do género Pseudoplatystoma. S&o células menores que o0s
neutroéfilos, podem assumir formato arredondado ou contorno irregular. O ndcleo
possui coloracdo purpura que acompanha o formato da célula. O citoplasma
apresenta granulac¢des basofilicas, que pode recobrir o nucleo, dificultando assim sua
visualizacdo (RANZANI-PAIVA et al, 2004; RANZANI-PAIVA et al 2013). Ndo ha um
consenso sobre sua funcdo em peixes, no entanto, ha indicios de que esteja ligada
aos processos alérgicos, uma vez que possuem histaminas em seus granulos
(PETRY, 2008).
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Figura 6: Extens8es sanguineas de baséfilos (seta) de (A) tilapia (Oreochromis niloticus)
e (B) bagre de canal (Ictalurus punctatus) corados com MGGW em aumento de 1000x
(Fonte: RANZANI-PAIVA, 2013).

Agentes estressores podem desestabilizar o equilibrio homeostéatico dos
animais e assim, aumentar a susceptibilidade a doencas infecciosas (ANGELIDIS et
al., 1987). A familia Aeromonadaceae se destaca quando analisamos enfermidades
em peixes, iSso porgque possui ampla distribuicdo, podendo ser identificada na pele,
branquias e intestino e por alteracbes comportamentais dos peixes (NOGA, 2000;
BOIJINK & BRANDAO, 2001; SILVA, 2010).

Aeromonas hydrophila

No ecossistema aquatico, agentes virais, bacterianos, fingicos e parasitas sédo
considerados patdgenos oportunistas aos peixes. Isso porque, quando ingeridos ou
em contato com lesdes da epiderme se manifestam e provocam infeccdes (BILLER-
TAKAHASHI & URBINATI, 2014). HIRSCH e colaboradores (2006), alertam que a
intensificacdo desorganizada das atividades em aquicultura podem, além de causar

danos ambientais, comprometer a saude dos animais.

As bactérias Aeromonas sp. possuem ampla distribuicdo, sdo encontradas em
ambientes terrestres, agua doce e salgada, aguas limpas e poluidas, lamas e até
aguas cloradas, além de fazer parte da flora intestinal de peixes saudaveis (NOGA,
2000; MARTIN-CARNAHAN E JOSEPH, 2005; ZEPEDA-VELAZQUEZ, 2015). Elas
se desenvolvem em diferentes temperaturas, PHs, turbidez e condutividades; apenas

em ambientes extremos desses parametros que o0 crescimento da espécie nao foi
17



relatado (HAZEN & FLIERMANS, 1979). Essa distribuicdo abundante somada ao seu
potencial patogénico e sua grande variedade de hospedeiros, contribuem significante
para as perdas em aquicultura (TOKAJIAN & HASHWA, 2004; ZEPEDA-
VELAZQUEZ, 2015), principalmente em tilapia do Nilo (BOZZO, 2007; KUBITZA,
2008; MOURAO, 2013).

A Aeromonas hydrophila € descrita na literatura como bacilo gram-negativo,
que possui flagelo mével, sem esporos e sem capsulas. E considerada aerdbia ou
anaerobia, citocromoxidase positiva e fermentadora de glicose. Cresce em meios
simples e as colbnias s&o redondas, brilhantes e de coloragdo creme. As col6nias
crescem de um a trés milimetros de didametro a 25,0°C em 48 horas, podendo crescer
a temperaturas de até 37,0°C, em periodo mais prolongado (CARNEVIA, 1993;
ALEXANDRINO et al., 2000).

Figura 7: Colénias de Aeromonas Hydrophila em agar MacConkey (Fonte: Stefan
Walkowski, 2015).

E a causadora da septicemia hemorragica bacteriana, doenca responséavel por
muitas ocorréncias de mortalidade em sistemas intensivos de producdo de peixes
(AUSTIN & AUSTIN, 1988; LEE et al., 1997). O animal doente apresenta mudancas
comportamentais, sinais clinicos externos evidentes e érgdos comprometidos. Como
caracteristicas comportamentais temos: apatia ou letargia (natagdo vagarosa), perda
de apetite (anorexia) e perda de equilibrio. O corpo do animal pode apresentar
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hemorragias (branquias e opérculos, principalmente), lesGes epidérmicas como
despigmentacéo, necroses da pele, Ulceras com exposi¢cao da musculatura, palidez
de branquias e mucosas (indicativo de anemia), perda de escamas, exoftalmia, olhos
opacos e hemorragicos, além de irregularidades nas nadadeiras. Internamente, 0s
orgdos podem estar friAveis e esbranquicados, com necroses do tecido
hematopoiético dos rins e baco, cavidade peritoneal com exsudado, intestino flacido
com muco amarelo e sem alimento, (ROBERTS, 1993; PLUMB, 1994; AOKI, 1999;
BOIJINK & BRANDAO, 2001; AUSTIN & AUSTIN, 2007).

Figura 8: necropsia em tilapia do Nilo, (A-B) presenca de Ulceras préximas a nadadeira
anal e (C) exoftalmia e deformidades na cabeca (Fonte: Marianna Vaz Rodrigues, 2016).

Os modelos de desafio comumente utilizados na aquicultura sdo inoculagéo
intraperitoneal e banho de imersdo. Sendo que o desafio intraperitoneal consiste na
introducdo forcada de patdgenos no peritbnio, 0 que permite acesso rapido ao
ambiente sistémico, reduzindo assim o periodo de incubacdo e garantindo que uma

dose de desafio idéntica seja dada a cada peixe; no entanto, esse método contorna
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as vias naturais da infeccdo (MUNANG'ANDU & EVENSEN, 2018). O banho de
imersédo tem a vantagem de expor o peixe a infec¢do por uma via natural, ou seja,
atraves de superficies mucosas, mas tem como limitacdo a dose de desafio por peixe,
gue nao sera igual ou uniforme, além de utilizar uma quantidade alta de patdgenos
(NORMO & RAMSTAD, 1997; MUNANG'ANDU & EVENSEN, 2018).

O modelo de desafio por coabitagcdo também tem a vantagem de imitar a
transmissdo natural de doencas. Esse método consiste em colocar individuos
infectados para atuarem como fonte de infecg&o para os coabitantes (MUNANG'ANDU
& EVENSEN, 2018), porém, ainda faltam estudos para padronizacdo do método.
Dessa maneira, estudos os quais simulam o ambiente natural de infeccdo dos

animais, seja qual for o método, sdo de extrema importancia.

Personalidade e suscetibilidade a doencas

Os estudos com comportamento animal estdo além dos aspectos fisiolégicos e
morfologicos, relacdes intra e interespecificas e das interacdes com o0 meio e 0s
recursos essenciais para a sobrevivéncia (SNOWDON, 1999). Existem diferengas nos
aspectos individuais que devem ser levadas em conta. Inidmeros termos sao
utiizados, como  sindromes  comportamentais, personalidade,  tracos,
comportamentais, temperamento ou estilo de enfrentamento, mas a verdade é que
esses diferentes tipos de padrdes de comportamento devem ser considerados, uma
vez que estéo ligados ao sucesso adaptativo e contribuindo para a aptidao individual
(KOOLHAAS, 2008; CONRAD et al, 2011; WOLF & WEISSING, 2012; LOPES, 2017).

Segundo, WOLF e WEISSING (2012), sindrome comportamental € o fenbmeno
no qual os individuos diferem sistematicamente em suas tendéncias comportamentais
e estas diferencas sédo consistentes ao longo do tempo e correlacionados em
diferentes situacdes e contextos, ou seja, o perfil comportamental pode influenciar a
capacidade de um individuo para resolver problemas e a se adaptar a ambientes
inovadores (WHITEA et al., 2017). Esses padrbes sao divididos em 5 eixos: (1)
ousadia (Shy-Bold), é a reacdo a situacfes novas a qualquer circunstancia de risco
(predadores), (2) exploracdo, reacdo de um individuo frente a uma nova situagéo

(habitat, alimento e objeto), (3) atividade, nada mais € do que a quantidade de
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atividade do animal, (4) agressividade, que é a reacdo agonistica a um coespecifico e
(5) sociabilidade, a reacio a presenca ou auséncia de coespecificos (REALE et al.
2007; CONRAD et al, 2011; CASTANHEIRA et al, 2013; OSTER et al, 2015;
JACQUES-HAMILTON, 2017).

Um dos eixos mais estudados é a timidez-ousadia (Shy-Bold), que é descrito
como a propensao (ousadia) ou aversdo (timidez) para assumir riscos diante de
objetos ou situagBes inovadoras (FABRE et al., 2015). Além dele, como os individuos
podem né&o apenas diferir em seus comportamentos, mas essas diferengcas podem
envolver conjuntos inteiros de comportamento, outro eixo muito comentado é o
proativo-reativo (SIH et al., 2004; WHITEA et al., 2017). Individuos proativos sao
ambos agressivos e ousados, exploram ativamente seu meio ambiente, manipulam
desafios ambientais e prontamente formam rotinas persistentes. Em contrapartida,
individuos reativos prestam atencdo aos estimulos externos, ajustando-se
cautelosamente as mudancas no meio ambiente (SIH et al., 2004; WHITEA et al.,
2017). Por exemplo, em muitas populacdes de esgana-gato (Gasterosteus aculeatus),
atividade, agressividade, comportamento exploratério e a ousadia estdo
positivamente correlacionadas entre os individuos (DINGEMANSE & WOLF, 2010).
Ja em guppies (Poecilia reticulata) mais ativos, arrojados e exploratorios sobreviveram
mais tempo quando expostos a um predador (SMITH & BLUMSTEIN, 2010).

Outra implicacdo importante dos estilos de enfrentamento € a susceptibilidade
exibida por individuos proativos e reativos a diferentes doencas (BARBER et al.,
2017). Ao longo da vida, todos os animais estardao potencialmente expostos a agentes
ambientais estressores, que testardo a capacidade do individuo em lidar e enfrentar
tais desafios (BUWALDA & KOOLHAAS, 2017). E as diferencas imuno-fisiolégicas
individuais muitas vezes tém implicacdes tanto para 0 comportamento quanto para a
personalidade e a probabilidade de estabelecimento de um parasita infeccioso
(BARBER et al., 2017).

Existem duas hipoteses sobre a suscetibilidade a doencas e personalidade.
Jacques-Hamilton et al (2017) discute que individuos proativos por serem mais
ousados e mais exploratérios, sdo mais propensos a explorar situacées novas, mais
sociais e engajar-se mais em conflitos agressivos e, portanto, tem uma maior

probabilidade de se expor a parasitas e patdgenos, decorrentes de eventuais lesdes
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corpoéreas. A outra hipétese é que, como o comportamento ousado promove a melhor
aquisicdo de recursos, isso resultaria em um sistema imunolégico mais eficiente e

assim, sofrendo menos riscos de infeccao.

Quando buscamos respostas na literatura, ndo ha um consenso a respeito qual
eixo comportamental tem maior suscetibilidade de contrair alguma doenca,
dependendo da doenca e do animal, as respostas dos perfis serdo diferentes. Em um
estudo feito por TAKAHASHI e colaboradores (2018), macacos cynomolgus mais
agressivos tiveram maior nimero de linfécitos, do que aqueles menos agressivos,
quando infectados pelo virus do herpes e 0 mesmo € observado em humanos. Ja em
ratos, o perfil proativo tem maior suscetibilidade a doencas somaticas, doenca
autoimune e hipertenséo. No entanto, quando se trata de fobias sociais, bradiarritimias
e o SinNombre virus, o perfil reativo € mais suscetivel (BUWALDA & KOOLHAAS,
2017; LOPES, 2017). Além disso, existe maior prevaléncia em perfis ousados de gatos
selvagens (Felis catus) ao virus da imunodeficiéncia e a esquilos da Sibéria (Tamias
sibiricus) adquirirem carrapatos (LOPES, 2017). SCHRAMA e colaboradores (1997),
demonstraram que porcos proativos parecem predominantemente depender da
resposta imune inata, enquanto porcos reativos dependem da resposta imune

humoral.

Nos Verdildes selvagens (Carduelis chloris) capturados e levados ao cativeiro,
os individuos que exploravam menos, foram os que apresentaram altas respostas
imunes (LOPES, 2017). No entanto, quando analisamos o rouxinol (Luscinia
megarhynchos) aqueles que exibiram mais comportamentos de risco, tiveram
infeccbes mais intensas do que aqueles com menos comportamento de risco
(MARINOV et al., 2015). J4 em girinos do sapo madeira (Lithobates sylvaticus) o perfil
de alta exploracéo apresentou menor carga de trematodo (LOPES, 2017). E respostas
imunes mais elevadas foram observadas no hemiptera “Firebugs” (Pyrrhocoris

apterus) em animais menos ativos (GYURIS et al., 2016).

A respeito de peixes, observamos que quando se trata de parasitismo, a
variacdo natural do comportamento expde diferencialmente individuos a diferentes
tipos de parasitas. Como por exemplo, os peixes apanhados em armadilhas (mais
exploratorios) apresentaram niveis significativamente maiores de infecgdo com

"mancha negra" (Neascus sp.) e niveis significativamente mais baixos de infeccdo
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trematoide (Posthodiplostomum minimo) quando comparado com o restante da
populacdo (BARBER et al., 2017). Osten et al (2015) encontrou quantidades
semelhantes de globulos vermelhos e brancos, e plaquetas em porcos ousados e
porcos timidos, ao invés de alteragdes na distribuicdo de células sanguineas, houve
um padrao especifico entre os perfis, 0 que sugere que o sangue pode ser um tecido
adequado para obter marcadores moleculares para estilos de enfrentamento distintos.
Eles podem ser usados para direcionar as decisdes de selecdo genética, para otimizar
0 gerenciamento de animais e para a fenotipagem molecular detalhada de animais

para pesquisas futuras sobre as relacbes de comportamento e tragos imunolégicos.

Devido as diferentes conclusbes encontradas na literatura e a vasta
possibilidade de ensaios que podem ser realizados, estudos que relacionem perfis de
personalidade e suscetibilidade a doencas sdo de grande importancia para pesquisa
de base, bem como para aplicagéo na aquicultura.
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OBJETIVO

Estudos que relacionam personalidade com imunidade séo crescentes, mas
ainda nédo existe nenhum trabalho que relacione os perfis a doencas comuns
encontradas na piscicultura, como a septicemia hemorragica bacteriana. Dessa
maneira, testaremos a suscetibilidade das personalidades timido e ousado, a infec¢ao

causada pela bactéria Aeromonas hydrophila em tilapia do Nilo, a fim de investigar:

— Ocorréncia de mudangas comportamentais.
— Diferenca no numero de eritrécitos e linfocitos.

— AlteracBes na morfologia das células.
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Perfil de personalidade e suscetibilidade a doencas em tilapia do Nilo

RESUMO

Pesquisas recentes tém considerado aspectos individuais de personalidade em seus
resultados. As personalidades podem explicar o sucesso adaptativo e aptiddes
individuais, além de outros fatores, como a variacao imunolégica. Estudos realizados
em mamiferos comprovam a existéncia de variacdo em fatores imunolégicos,
dependendo do tipo de personalidade. Em peixes, os estudos em relagcdo a
personalidade sao incipientes e sdo poucos 0s estudos que correlacionem perfil de
personalidade e predisposicdo a doencas nesses animais. Assim, testamos a
suscetibilidade dos perfis de personalidade timido e ousado em tilapia do Nilo
infectando o ambiente aquatico com a bactéria Aeromonas hydrophila. Como
resultados obtivemos que as laminas histolégicas com esfregacos sanguineos
apresentaram hifas fungicas e alteragbes nas membranas dos eritrécitos dos
individuos com perfil timido. A infeccdo bacteriana interferiu no comportamento
alimentar de ambos os perfis, com diminuicao da ingestéo. Por outro lado, a infeccéo
ndo afetou os demais parametros comportamentais e nem o namero de células

sanguineas.

Palavras Chaves: peixe; infeccdo; Aeromonas hydrophila; personalidade;

Oreochromis niloticus.
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Profile of personality and susceptibility to diseases in Nile tilapia

ABSTRACT

Recent studies have considered individual aspects of personality in their results.
Personalities can explain the adaptive success and individual fitness, and other
factors, such as immune variation. Studies in mammals prove the existence of variation
in immune factors, depending on type of character. In fishes, the studies on personality
are incipient and there isn't study that correlates personality profile and susceptibility
to disease in these animals. Thus, we tested the susceptibility of “shy-bold” personality
profiles in Nile tilapia infecting the aquatic environment with the bacterium Aeromonas
hydrophila. As a result we found that the histological slides with blood scrub showed
fungal hyphae and alterations in the erythrocyte membranes of individuals with a shy
profile. The bacterial infection interfered in the feeding behavior of both profiles, with
decreased ingestion. Still, the infection did not affect the other behavioral parameters

nor the number of blood cells.

Keywords: fish; infection; Aeromonas hydrophila; personality; Oreochromis niloticus.
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INTRUDUCAO

A pesquisa sobre personalidade comecou a ser investigada no reino animal a
medida que os psicologos necessitaram de modelos animais para investigar varios
aspectos da individualidade (TONS, et al, 2010). Da mesma forma, ecologistas
comportamentais comecaram a explorar a ideia de que a variacao individual pode
explicar muitos comportamentos na populacéo ou grupo de interesse (DINGEMANSE
& WOLF, 2010; TONS, et al, 2010) e entdo recorreram as questdes relacionadas a
personalidade para explicar as diferencas individuais no comportamento animal
(KOOLHAS, 2008; TONS, et al, 2010). Etologos e ecologistas comportamentais ja
documentaram personalidade em uma ampla gama organismos, como mamiferos,

aves, lagartos, anfibios, peixes, moluscos e artropodes (SIH et al., 2004).

Indmeros termos sdo utilizados, como sindromes comportamentais,
personalidade, tragos, comportamentais, temperamento ou estilo de enfrentamento,
mas a verdade é que esses diferentes tipos de padrées de comportamento devem ser
considerados, uma vez que estdo ligados ao sucesso adaptativo e contribuindo para
a aptidao individual, porque implicam que a plasticidade nos tragcos comportamentais
pode ser limitada, restringindo assim a capacidade dos animais de se comportar de
forma 6tima em todas as situagdes (CONRAD et al, 2011; WOLF & WEISSING, 2012).
Ela pode ser dividida em 5 eixos: (1) ousadia (Shy-Bold), (2) exploracéo, (3) atividade,
(4) agressividade e (5) sociabilidade (REALE et al. 2007; CONRAD et al, 2011;
CASTANHEIRA et al, 2013). Sendo que o eixo mais estudado, inclusive em peixes, €
o ousado-timido, que descreve a propensdo de um animal em assumir riscos (REALE
et al. 2007; WILSON & GODIN, 2010; RUIZ-GOMES & HUNTINGFORD, 2012).

Em humanos, os fatores psicossociais e a susceptibilidade a doencas
infecciosas, estado relacionados a modulacdo da resposta imunoldgica, tanto no
aspecto humoral, qguanto no mediado por células (JEMMOTT & LOCKE, 1984). Além
disso, é possivel estimar o processo de imunocompeténcia de um animal, a fim de
correlaciona-los com a capacidade de resistir a doenca (MARSLANDA et al, 2002;
ADAMO, 2004; LOCATELLO et al., 2012).

Quando analisamos a literatura, encontramos uma hipétese que prediz que 0s
individuos que apresentam comportamentos mais arriscados devem ter maior niveis
de anticorpos e parametros de imunidade inata mais relevante para deteccéo precoce
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e neutralizagéo de novos parasitas (JACNES-HAMILTON et al, 2017). Em seu estudo
com carpas (Cyprinus carpio), Rey e colaboradores (2016) encontraram que
individuos reativos apresentam respostas ao estimulo inflamatérios (IL1B)
consistentemente e fortemente regulados quando comparados com proativos. Em
contrapartida, no peixe-sol (Lepomis gibbosus), animais mais ousados apresentaram
maior prevaléncia de trematdides do que os peixes classificados como timidos
(LOPES, 2017). Ja quando analisamos 0s animais em contexto social, descobriu que
os individuos timidos, que formaram cardumes mais apertados, mostraram niveis
maiores de infec¢do e maiores aumentos na carga de infec¢cdo (BARBER et al, 2017).
Para peixes, a incapacidade de acomodar estilos de enfrentamento nas condi¢des de
cultivo, podem levar a problemas na producdo, como a suscetibilidade a doencas
(CASTANHEIRA et al., 2017).

No Brasil, a aquicultura vem se desenvolvendo, superando até mesmo a
pecuaria e isso se deve ao seu clima favoravel, seus recursos hidricos e a méo de
obra relativamente barata e crescente (SILVA et al, 2012). Porém, sua pratica é
dificultada devido a ampla gama de microrganismos causadores de doencgas, entre
eles a Aeromonas hydrophila, que esta presente naturalmente em ecossistemas
aguaticos, tropicais e temperados, e fazem parte da microbiota da agua de rios e
tanques, 0 que pode aumentar seu potencial patogénico quando as condicdes fisicas
e quimicas do ambiente estiverem alteradas (PLUMB, 1980; CAMUS et al., 1998;
ALYAHYA et al., 2018).

Dessa maneira, testamos a suscetibilidade das personalidades timido e ousado
a infeccdo causada pela bactéria Aeromonas hydrophila. A tilapia do Nilo € um ciclidio
muito utilizado nas pisciculturas por caracteristicas como rusticidade, rapido
crescimento, adaptacdo climatica e resisténcia ao manejo. Infelizmente, ha uma
limitada quantidade de provas que sustentam a ideia de que a variacdo da
personalidade do individuo esta ligada a susceptibilidade a doencas, principalmente

em peixes, por isso a importancia de tais estudos.
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Hipotese:

— Animais Shy sado mais suscetiveis a Aeromonas hydrophila (septicemia
hemorrégica bacteriana).

MATERIAL E METODOS
Animais:

Foram utilizados adultos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), provenientes
do biotério da Universidade de Sao Paulo (USP-Esalq), os quais foram aclimatados
em tanques de 500L; 6 peixes/L antes dos procedimentos experimentais. A
temperatura (28-30°C) e fotoperiodo (12C:12E) mantidos constantes. Os tanques
eram providos com aeracao continua e com biofiltros. Os animais foram alimentados
uma vez ao dia (racdo comercial para peixes) com racdo a vontade. Os niveis de nitrito
e amonia foram mantidos abaixo de 0,05 mg/L e 0,5 mg/L, respectivamente, para
manutenc¢ao da qualidade da agua. Além disso, o tanque foi sifonado diariamente para

remocao de restos de alimento e fezes.

Essa pesquisa encontra-se de acordo com Conselho Nacional de Controle da

Experimentacao Animal (CEUA) no protocolo nimero 963-CEAU (Anexo A).

Delineamento:

O delineamento consistiu em avaliar a susceptibilidade das personalidades
timido e ousado quando o ambiente é infectado com a bactéria Aeromonas hydrophila

em individuos isolados.

Primeiramente, selecionamos aleatoriamente 40 animais do biotério. Os
individuos foram individualizados em aquarios de vidro por 7 dias para aclimatacéo.
ApoOs esse periodo, os animais foram submetidos ao teste do objeto novo, por dois
dias consecutivos e logo depois ao teste com predador, para que assim as

personalidades timido e ousado fossem selecionadas através de um rangueamento.

35



Com as personalidades estabelecidas, alguns parametros comportamentais
foram analisados por 5 dias seguidos. No 6° dia, cada peixe foi anestesiado e o sangue
foi coletado assepticamente em tubos tratados com EDTA e armazenaremos a — 20°C
para posterior analise. Além disso, foi realizado um corte superficial de 0,5 cm na base
da nadadeira esquerda dos individuos e laminas histolégicas foram confeccionadas.
Ao retornarem ao aquario, 3ml de solucao bacteriana de Aeromonas Hydrophila foram

pipetados na parte central do aquario.

Durante 5 dias ap0s a infec¢cdo do ambiente aquatico, 0s mesmos parametros
comportamentais foram analisados e no 6° dia, uma nova coleta de sangue foi
realizada, para que assim, cada animal fosse considerado controle dele mesmo.

Laminas histolégicas foram confeccionadas mais uma vez.

As amostras sanguineas desses animais foram submetidas ao PCR para
verificagéo da amplificagdo do DNA bacteriano. Uma nova repeti¢do, com 38 animais,
foi realizada da mesma maneira, no entanto, as amostras sanguineas foram
submetidas a contagem de células sanguineas (eritrocitos e linfocitos). Até o fim da

escrita dessa dissertacdo nao foi realizado o PCR dessas amostras de sangue.

Dos animais que apresentaram perfil definido, utilizamos 22 animais, sendo 11
timidos (10,5+1,2cm; 36,6+3,9g) e 11 ousados (10,8+1,5cm; 39,3+5,2¢g). Dos quais,
10 amostras de sangue (5 timidos e 5 ousados) foram submetidas ao PCR para a
bactéria Aeromonas. Para as outras 12 amostras de sangue (6 timido e 6 ousados)

foi realizada a contagem de células em Camara de Neubauer.

Em sua totalidade, foram realizadas 7 repeticbes, com um total de 198 animas.
Esse numero foi necessario para adequar a metodologia e para obtermos um namero
amostral suficiente, uma vez que, muitos desses animais obtinham o perfil

intermediario.
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Figura 9: Esquema do delineamento experimental.

Procedimentos especificos:

Selecdo das personalidades:

Os animais foram individualizados em aquarios de vidros (40 cm x 20 cm x 25
cm), 0s quais possuiam 6 regides de igual tamanho delimitadas por linhas verticais e
horizontais. Apds o periodo de aclimatacdo de 7 dias, comecaram os testes para a

determinacao da personalidade:

Dia 0 — Objeto novo (FROST et al., 2007; KIRSTEN et al., 2018): um tubo
circular na cor vermelha de PVC (& = 3 cm) foi introduzido ao lado oposto ao que o
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peixe se encontrava (aproximadamente 30 cm). Esse dia foi considerado dia zero,
pois serviu como uma preparacéo para os testes de personalidade, por isso os dados

coletados nao foram utilizados para o ranqgueamento.

Dia 1 — Objeto novo (FROST et al., 2007; KIRSTEN et al., 2018): passadas 24
horas, um retangulo de plastico amarelo (10 cm x 4 cm x 2 cm) introduzido ao lado
oposto ao que o peixe se encontrava (aproximadamente 30 cm). Dados coletados

utilizados para o ranqueamento.

Dia 2 — Predador: passadas 24 horas, um tablet de 7 polegadas, foi colocado
ao lado oposto ao que o animal se encontrava, do lado de fora do aquério (GERLAI et
al, 2009 - adaptado). Para fim de simular o predador, foi exibido um video de 5 minutos
de um aquério contendo bagres africanos (Clarias gariepinus), que sédo considerados
uns dos predadores da tilapia do Nilo (DE GRAAF et al., 1996). Dados coletados

utilizados para o ranqueamento.

Figura 10: Fotos da sele¢céo de personalidade (A) dia 1 e (B) dia 2 (seta: tablet) (Fonte:

Isabela Mello).

Em cada um dos experimentos foi registrado por 5 minutos e a partir dela
anotamos as seguintes variaveis: a laténcia do animal até o objeto/tablet, o tempo total
gue 0 peixe passou proximo ao objeto/tablet (pelo menos 50% do corpo dentro do
quadrante) e sua movimentacdo entre os quadrantes (6 regibes delimitadas no

aquario).

Para o ranqueamento, cada animal recebeu uma pontuacao referente a soma
das variaveis. Isto €, individuos com maior tempo proximo ao objeto/tablet receberam
um valor maior do que aqueles que passaram tempo menor préximos ao objeto/tablet.
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Foi atribuido zero para aqueles que ndo apresentaram tempo. O mesmo foi feito para
a movimentagdo. J4 para a laténcia ocorreu o inverso, ou seja, animais que
apresentaram maior laténcia até o objeto/tablet receberam um valor menor do que
agueles que levaram menos tempo. Foi atribuido zero para aqueles que nao
apresentaram laténcia durante 5 minutos. Essa metodologia foi aplicada no dia 1 e dia
2 e com a soma dos dois dias, os peixes foram organizados em ordem decrescente
de valores. Os animais com as maiores pontuacdes foram considerados ousados e
agueles com as menos pontuacdes foram considerados timidos. Os individuos que
ndo foram consistentes ao longo dos dois dias, obtiveram pontuac¢fes intermediarias
(entre os valores extremos) e nao foram utilizados nesse estudo. Como ocorreram 2
repeticdes, 0s animais do primeiro experimento receberam novas pontuacées, quando
foram acrescidos os animas da segunda repeticdo ao rangueamento, 0 que garante

que apenas individuos com comportamentos extremos foram utilizados nesse projeto.

Infeccdo do ambiente aquatico:

Foi utilizada a cepa 231413 isolada de pintado (Pseudoplatystoma sp). Essa
cepa foi inicialmente semeada em placa de Petri contendo meio de cultura agar
MacConkey incubadas a 35 + 0.5°C por 24 horas. ApGs esse tempo, as coldnias foram
semeadas em meio de cultura BHI (Brain-heart infusion) e incubada em estufa a 28°C
por 24 horas, com a concentracdo de 108UFC acertada pela escala de MacFarland.
Foram pipetados 3ml contendo a solugdo bacteriana no centro do aquéario. Chegamos
ao volume pipetado de 3ml apds testarmos os valores 1ml, 2ml, 3ml, 4ml e 5ml. Com
a extracdo do DNA bacteriano proveniente das amostras de sangue dos animais,
constatou-se que ambos estavam infectados, por isso escolhemos o valor

intermediario.

Posteriormente, para atestarmos que a concentracao foi adequada, realizamos
uma regra de trés (RANZANI-PAIVA et al., 2013) baseada no valor da contagem de
bactérias em Camara de Neubauer (1712nm) e no CLso (3,5 108 UFC), que apresentou

o valor de 2,04ml, confirmando que a quantia de 3ml foi suficiente.
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Parametros comportamentais:

Para se avaliar o feito da infeccdo nos diferentes perfis de personalidade,
analisamos os parametros, alimentar, frequéncia ventilatéria e locomotor. Para tanto,
registramos e analisamos tais parametros ao longo dos 10 dias, 5 dias antes e 5 ap0s
a contaminacdo. Tais parametros foram selecionados uma vez que a bactéria
Aeromonas Hydrophila possui como caracteristica a mudanca no apetite do animal,
além de apatia e perda de equilibrio dos individuos (AUSTIN & AUSTIN, 1988). Em
relacdo a frequéncia ventilatéria, esta pode ser um referencial de reposta a agente
estressor (SILVA, 2010), assim aqui inferimos estresse como reposta a infeccéo e

uma possivel correlacdo entre a doenca e aumento da frequéncia ventilatéria.

A locomogéao dos animais, foi filmada sempre entre as 12 horas e 14 horas,
durante 5 minutos. Ao analisarmos os videos, as mudancas entre os 6 quadrantes
foram anotadas (adaptado de MERIGHE et al., 2004). A frequéncia ventilatéria foi
registrada sempre entre as 14 horas e 16 horas. Com o auxilio de um contador
manual, foi anotada a quantidade de batimentos operculares em 20 segundos
(adaptado de ALVARENGA & VOLPATO, 1995). Ja a taxa alimentar foi analisada
sempre entre as 16 horas e 17 horas. Oferecemos cerca de 10% da massa corpdorea
dos animais em racdo, uma vez ao dia (x 30 pellets). Os peixes ndo conseguiam
comer toda racdo oferecida, mas essa técnica garantiu que eles obtivessem a
saciedade. Os pellets eram retirados apds 10 minutos e esses valores eram anotados
(adaptado de BARRETO e VOLPATO, 2011).

Constatacdo da infeccdo

A identificacdo da infec¢do dos animais foi feita pela coleta e analise do sangue
dos animais. Na confeccdo das laminas histologicas e na Camara de Neubauer
procuramos pela presenca de linfocitos, enquanto no PCR esperavamos pela
amplificagédo do DNA plasmidial.
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Coleta e analise do sangue:

Para analisar se houve a infec¢ao bacteriana, coletamos sangue dos peixes. O
individuo capturado foi entdo anestesiado em solucéo de benzocaina (80 mg/L). Apés
anestesia parcial (GONTIJO et al., 2003), o sangue foi coletado por puncdo caudal,
utilizando-se seringas heparinizadas de 1 ml para evitar que o sangue coagulasse. As
puncdes foram realizadas antes da contaminac¢ao do ambiente (controle) e 5 dias apés
a contaminacdo do ambiente. O sangue coletado foi transferido para tubos de 4ml

tratados com EDTA e armazenados — 20°C.

ApGs a primeira coleta de sangue, isto €, no controle, foi realizado um corte de
0,5 cm na base da nadadeira esquerda dos animais. Esta lesdo é uma importante
porta de entrada para bactérias e simula o que ocorre frequentemente no ambiente
natural (ROMERO et al., 2016).

Figura 11: Foto de uma puncéo caudal em tilapia do Nilo (Fonte: Isabela Mello).

41



Confeccdo das lIAminas histolégicas:

Para constatagdo da infeccdo, analisamos a morfologia das células sanguineas
dos individuos foi avaliada a partir de laminas de esfregaco sanguineo. Em lamina
devidamente limpas e identificadas, colocamos uma gota de sangue do animal e com
o auxilio de uma lamina extensora, executamos o esfregaco correndo de maneira
uniforme por toda a lamina (RANZANI-PAIVA et al.,, 2013). As laminas secaram
naturalmente e depois de 24 horas foram coradas com o corante Giemsa.
Primeiramente, as laminas foram fixadas em metanol por 5 minutos. O corante foi
diluido em agua destilada até a homogeneizacao na proporcao 3:1. As laminas foram
cobertas com essa mistura de corante e deixamos agir por 30 minutos. As extensdes
sanguineas foram lavadas em agua corrente e secadas naturalmente (RANZANI-
PAIVA et al., 2013).

PCR (Reacdo em cadeia de polimerase):

Foram selecionadas 10 amostras de sangue para extracdo de DNA e
amplicicacdo do DNA plasmidial para a bactéria Aeromonas hydrophila pela técnica
de PCR.

Para tal, utilizamos um mix contendo: 5,3 uL de agua livre de acidos nucléicos,
10 uL de GoTaq Green 1x (Promega®), 0,6 puL do primer ascV sense (10 pmol/uL),
0,6 uL do primer ascV antisense (10 pmol/pL), 0,5 yL de DMSO e 3 uL de DNA
extraido. A reacdo foi realizada como descrito por CARVALHO-CASTRO e
colaboradores (2010): desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos, seguidos de 35
ciclos a 95°C por 1 minuto, 58°C por 1:30 minuto, 72°C por 1 minuto e extensao final
a 72°C por 5 minutos. A visualizacdo da amplificacdo ocorreu em gel de agarose a
1,5% sob a luz ultravioleta.

Contagem de células em Camara de Neubauer:

Utilizamos a Camara de Neubauer para a contagem de hemacias e eritrocitos
antes e depois da infec¢do. As amostras foram descongeladas, diluidas (1:100) em

solucdo salina a 0,65% e acrescentamos 0,001ul de corante Giemsa. Apés a
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homogeneizacdo, a amostra diluida foi pipetada nos dois reticulos da Camara de
Neubauer até o seu preenchimento total (sem bolhas) e apds 5 minutos a leitura foi
realizada em microscoépio optico (40x). Escolnemos 5 quadrantes pequenos (Figura
12) e a contagem foi feita nos dois reticulos, sempre de cima para baixo e da esquerda
para a direita. As diferencas entre as duas contagens foram inferiores a 25%
(RANZANI-PAIVA et al., 2013).
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Figura 12: Esquema utilizado para a contagem de células na Camara de Neubauer.
O numero total de células é dado pela expresséo:

N° de células/ml = n° total de células x 10.000
n°® de quadrantes contados

Andalise dos dados

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para testar a normalidade e Levene para a
homocedasticidade. Para os parametros comportamentais, utilizamos o teste nao
paramétrico de Wilcoxon para avaliarmos se houve diferenca antes e depois da
infeccdo. Ja para sabermos se a infeccdo era diferente para as personalidades,
aplicamos a ANOVA Two-way. O mesmo fizemos para o nimero de eritrcitos. Para
o namero de linfécitos, aplicamos o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. A analise

da morfologia dos esfregacos sanguineos foi qualitativa.
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RESULTADOS

Em relagéo os dados dos parametros comportamentais, ndo houve diferenca
significativa da ingestdo entre os perfis timido e ousado (p=0,13), porém houve
diferenca entre pré- e pos-infeccdo em relacédo a alimentacdo, onde ambos os perfis

diminuiram a ingestéo alimentar apds a infeccéo (p=0,004) (Figura 13).
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Figura 13: Grafico com o nimero médio de pellets ingeridos antes e depois da

contaminagédo por cada perfil de personalidade. Nivel de significAncia p<0,05.

Em relacédo a taxa ventilatéria, individuos ousados aumentaram o numero de
batimentos operculares depois da infeccao (p=0,12), enquanto individuos com perfil
timido diminuiram o batimento opercular (p=0,93). Quando comparamos antes e
depois por Wilcoxon, também ndo encontramos diferengas significativas (p=0,51).
(Figura 14), no entanto, observamos que o perfil ousado estava mais reativo do que o
normal. Em relagédo a padrdo locomotor ndo houve diferenca entre os perfis de

personalidade (p=0,5) e nem antes e apds a contaminacao (p=0,62).
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Figura 14: Gréfico com o nimero médio de batimentos operculares antes e depois da

contaminagdo em cada perfil de personalidade. Nivel de significancia p<0,05.

Em relacdo aos parametros de infeccdo, nos esfregacos sanguineos nao
encontramos nenhum tipo de células brancas nas laminas de controle, apenas
eritrécitos. No entanto, apdés a infeccdo com a bactéria, notamos a presenca de
linfocitos (Figura 15). Além disso, encontramos diferengas entre o perfil timido e o
perfil ousado, uma vez que, em individuos timidos notamos a presenca de fungos e

eritrocitos com alteragcdes na membrana (anisocitose) (Figura 16).
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Figura 15: Esfregago sanguineo do controle (A) timido e (B) ousado e depois dos 5 dias

(C) timido e (D) ousado, coradas com Gimsa (setas: linfécitos).

Figura 16: Esfregacos sanguineos individuos timidos (A) com hifas fungicas (seta) e (B)

anisocitose (seta) apds contaminacdo do ambiente. Coradas com Gimsa.
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Em relacdo a contagem de células, ndo houve diferenca estatistica no numero
de eritrécitos entre os perfis de personalidade (p=0,84) e nem ap0s a infeccao
(p=0,44). Nao encontramos linfécitos suficientes na contagem de células das
amostras do controle e ndo ocorreu diferenca entre timidos e ousados (0,68) apds a
contaminacao do ambiente.

As amostras que foram submetidas ao PCR apresentaram amplificagdo do DNA
para Aeromonas. Individuos timidos apresentaram bandas maiores do que individuos

ousados (Figura 17).

Figura 17: Amplificac@o em gel de agarose. Da esquerda para direita: primeiro pogo para
marcador de peso molecular (controle positivo), cinco pogos seguintes para timidos, os
demais 5 pogos para ousados e ultimo para agua (controle negativo).
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DISCUSSAO

Nossos resultados demonstram individuos de perfil timido e ousado reagem
fisiolégica e comportamentalmente de maneiras distintas, quando levamos em

consideracéo o estimulo estressor provocado pela bactéria.

Ao analisarmos a morfologia celular das laminas, percebemos alteracdes
celulares e presenca de hifas fungicas apenas em individuos com perfil timido, além
de bandas mais espessas na amplificacdo de DNA plasmidial nesse perfil. Tavares-
Dias (2009) afirmou que o aumento da suscetibilidade a doencas esta ligado aos
estressores que 0s animais Sao expostos e como 0 género Aeromonas muitas vezes
se beneficia de populacdes de peixes enfraguecidas (ALYAHYA et al., 2018), o fato
de encontrarmos fungos (oportunistas) apenas no perfil timido deve ser ressaltado.
Além disso, sabe-se que em pacus (Piaractus mesopotamicus) a Aeromonas
hydrophila provocou também provocou anisocitose (CLAUDIANO, 2015) e a mesma

alteracéo dos eritrécitos foi encontrada apenas nos individuos timidos.

Em relacdo aos parametros comportamentais, os perfis de personalidade
apresentaram similaridade nas repostas. Ambos os perfis diminuiram o
comportamento alimentar apds a infecgdo. Em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
gue sofreram estresse de confinamento a alimentacdo durante 7 dias, também
diminuiu tanto individuos proativos como reativos (CASTANHEIRA et al., 2013). O
comportamento de locomog¢ao néo foi alterado em relag&o aos perfis e tdo pouco antes
e apds a contaminacao do ambiente. VERAS e colaboradores (2013) afirmam que o
padrdo de atividade em teledsteos é plastico e por isso, pode ndo ser expressivo
mesmo em condi¢cBes adversas. Ainda, a curta exposicdo ao patdégeno pode néo ter
sido suficiente para deflagrar os sinais mais graves da doenca e consequente

alteracdo motora.

Quando analisamos os batimentos operculares, percebemos o aumento da
frequéncia em individuos ousados apés a contaminacdo do ambiente, no entanto,
estatisticamente ndo houve diferenga significativa. A taxa de ventilacdo é uma
resposta de acdo do sistema nervoso simpético em relacédo ao estresse (BARRETO
& VOLPATO, 2011), no entanto, a coloracdo dos olhos seria um parametro mais

fidedigno ao estresse. A resposta ao estresse € adaptativa e prepara 0 organismo
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para enfrentar o desafio, mobilizando a energia para locais apropriados com o
aumento do batimento opercular (SAPOLSKY, 2004).

Quanto a resposta imune, o numero de eritrocitos e linfocitos, nao
apresentaram as diferencas esperadas. Sabemos que em zebrafish (Danio rerio) que
ndo foram desafiados por bactérias, animais proativos apresentam maiores niveis
MRNA de IL-1B (KIRSTEN et al., 2018) e no trabalho de OSTER et al. (2015) com
suinos, animais proativos também apresentaram maior expressao de citocinas pro-
inflamatorias no dia 0. Porém as diferencas entre os perfis desapareceram no dia 14
(estdgio agudo), mas voltaram a aparecer do dia 28 (estagio cronico). Isso poderia
justificar a auséncia de diferencas em nosso trabalho, uma vez que o periodo de
infeccdo analisado também foi agudo. Além disso, neste estudo, durante os 28 dias,
ndo houve diferenga na relacéo total do nimero de leucdcitos, linfocitos, mondcitos,
neutroéfilos, eosinodfilos, basofilos, nimero de plaquetas, eritrocitos nimero e no

hematodcrito, assim como em nossas analises.

Ainda que néo haja diferenca em relagdo as variaveis imunolégicas, podemos
afirmar que houve infecgdo por Aeromonas, uma vez que foi observada a presencga
de linfécitos, sabemos que houve a ativacdo da imunidade humoral, ja que os linfocitos
sdo responsaveis por reconhecer o antigeno e desenvolver a resposta imune
(RANZANI-PAIVA, 2007). Além disso, o fato dos animais terem consumido menos
pellets apds a introducdo da bactéria no ambiente, comprova que houve infec¢éo dos
animais, uma vez que a perda de apetite € um dos sinais da septicemia hemorragica
(PLUMB, 1994; AOKI, 1999). As amostras analisadas por PCR demonstraram
amplificacdo do DNA bacteriano, porém, ndo sabemos se as demais amostras
estavam infectadas por Aeromonas, uma vez que ndo foram submetidas a
amplificacdo. Mesmo congelada, a cepa bacteriana continua sofrendo alteracdes
guimicas, ainda que de maneira mais lenta, o que pode resultar na perda ou
diminuicdo da viabilidade durante a armazenamento (MALIK &amp; CLAUS, 1987;
COLLA &amp; PRENTICE-HERNANDEZ, 2003).

Outro ponto que devemos destacar € o uso de técnica de contagem manual
para o numero de eritrocitos e linfocitos. Durante uma infec¢do, o numero de eritrécitos
tende a aumentar devido ao recrutamento de hemacias pelo bago (VERAS et al.,

2013), mas isso nao foi observado nesse estudo. Atualmente, vem sendo discutido o
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uso de contagens automatizadas, no trabalho feito por SELINUMMI e colaboradores
(2005), revelou que a correlacado é melhor quando as contagens sao realizadas pelo
software, quando comparadas com a contagem manual. Além disso, o sangue é um
tecido adequado para se trabalhar com personalidades, principalmente aliado a
técnicas de biologia molecular (MOURAO, 2013; OSTER et al., 2015; SEBASTIAO,
2015).

CONSIDERACOES FINAIS

Com base no que foi apresentado, concluimos que ndo houve diferenca entre
perfis timido e ousado frente a infeccao por Aeromonas hydrophila. O perfil timido, por
sua vez, apresentou alteracdes morfoldgicas caracteristicas de individuos debilitados,
0 que pode estar relacionado a menor reatividade ao estresse. Dada a importancia na
biologia basica e na aplicagdo junto a aquicultura, sdo necessarios estudos
complementares nesta area, utilizando técnicas de biologia molecular, como o PCR,

além de técnicas automatizadas, como hemograma completo.
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ANEXO A

4%
S UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 4LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Botucatu

Instituto de Biociéncias
de Botucaty - Unesp

Certificado

Certificamos que o projeto intitulado “Susceptibilidade entre Shy-
Bold emTildpia-do- Nilo a Aeromonas hydrophila”, Protocolo n°
963-CEUA, sob a responsabilidade de Percilia Cardoso Giaquinto,
que envolve a producdo, manutencio e/ou utilizacio 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 9 de outubro
de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
nermas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), nesta data.

Finalidade: ( ) Ensinc (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do Projeto:  Inicio: 20/4/2017 Término: 20/1/2018
Espécie/linhagem: Peixe — Oreochromis niloticus

N° de animais: 60

Peso: 30gr Idade: 9 meses

Sexo: Macho e fémea

Origem Biotério de Organismos Aqudticos — Dep. de Fisiologia —

Instituto de Biociéncias — Unesp Campus de Botucatu,/SP

Botucatu\? 6 de abril de 2017.
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