UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA- UNESP

CENTRO DE AQUICULTURA DA UNESP

“Influéncia do manejo reprodutivo e da despesca

na saude de Astyanax altiparanae”.

Norquis Caled Alvarez Rubio

Jaboticabal, SP

2020



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA- UNESP

CENTRO DE AQUICULTURA DA UNESP

“Influéncia do manejo reprodutivo e da despesca

na saude de Astyanax altiparanae”.

Norquis Caled Alvarez Rubio

Orientadora: Profa. Dra. Julieta Rodini Engracia de Moraes

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-graduacdo em Aquicultura do Centro de
Aquicultura da UNESP — CAUNESP, como
parte dos requisitos para obtencao do titulo
de Mestre.

Jaboticabal, SP

2020



Alvarez Rubio, Norquis Caled
A473i Influéncia do manejo reprodutivo e da despesca na sadde de (Astyanax
altiparanae) / Norquis Caled Alvarez Rubio. — — Jaboticabal, 2020
xi, 81 p.:il. ;29 cm

Disserta¢do (mestrado) - Universidade Estadual Paulista, Centro de
Aquicultura, 2018

Orientadora: Julieta Rodini Engracia de Moraes

Banca examinadora: Marcello Pardi de Castro, Geovana Dotta Tamashiro

Bibliografia

1. Lambaris. 2. Septicemia hemorragica. 3. Aeromonose. 4. Sanidade
aquicola. 1. Titulo. 1. Jaboticabal-Centro de Aquicultura.

CDU 639.3.09

Ficha Catalogréfica elaborada pela STATI - Biblioteca da UNESP
Campus de Jaboticabal/SP - Karina Gimenes Fernandes - CRB 8/7418




CERTIFICADO DE APROVACAO

,-“?}‘:fs: UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp : Unidade Complementar - Jaboticabal

CERTIFICADO DE APROVAGAO

Titulo Influencia do manejo reprodutivo e da despesca na saude
de Astyanax altiparanae

AUTOR: NORQUI5 CALED ALVAREZ RUBIO
ORIENTADORA: JULIETA RODINI ENGRACIA DE MORAES

Aprovado como parte das exigéncias para obtencao do Titulo de Mestre em AQUICULTURA,
pela Comissao Examinadora:

': . \ \
Profa. Dra. JULIETA RODINI ENGRACIA DE MORAES
Departamento de Patolog/kv‘/eterinéria | FCAV / UNESP - Jaboticabal
Z,

4 ///@29_.
Pés-Doutoranda GEQ¥ANA DOTTA

Laboratério de Mizrobigjogia e Parasitologia de Organismos Aquaticos / Centro de Aquicultura da UNESP,
CAUNESP ,

Prof. Dr. MARCEIL O PARDI DE CASTRO
.| Centro Universitario Barao de Maua, Ribeirdo Preto-SP

Jaboticabal, 18 de fevereiro de 2020.

Ceniro de Aquicultura - Unigade Complementar - Jaboticabal -
Via de Acesso Prol. Paulo Donato Castellani, s/n°, 14870000, Jaboticaba! - S&o Paulo
hitp:/www.caunesp.unesp.br/#!/pos-graduacac/



SUMARIO

LISTADE FIGURAS ...ttt e e e e e e eeeeees Vii
LISTADE TABELAS ...ttt e eeeeees Vii
DEDICATORIA ...ttt viii
AGRADECIMENTOS ...coiiiiiii ittt ettt e e e e e e e e e e breeeeee s iX
APOIO FINANCIERO ... .ot Xi
1 11V PP 1
AB S T R A T e 2
1. REVISAO DE LITERATURA ...t 3
1.1 Producao aquicola mundial € N0 Brasil............cccccoeveiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 3

1.2 Lambari como espécies de producCao ...........ccuvvveiiiieeeeeeeiiiriiiiiieee e, 4

1.3 Caracteristicas produtivas do lambari..........ccccccceeeiiiiiiiiiiiiiiiie e, 4

1.4  Pesquisas NO lambari...........cccoovviiiiiiiiiii e 5

1.5 Doencas Na PISCICUIUIA.........ccceviiiiiiiiiiee e 5

1.6 Fatores predisponentes as bacterioses na piscicultura ..................... 6

1.7  Temperatura da QQUA ..........ceouuiiiuiiiiiieeee e ee e e e e seiaeeeeeeee s 6

1.8  PH AQAQUA ..ooeiieiiiie s 7

1.9 SeX0 € reVerSao SEXUAL.........ccouviiiuuiuiiiieee e 8
1.10 Rede de dESPESCA ....ccvvvuiiieie ettt 9
1.11 GENEIO ABIOMONAS.....ccc i e e e e e eee e 11
1.12 Aeromonas hydrophila ... 11
1.13 Aeromonose no lambari..........ccccooiiii 12
1.14 Fatores de viruléncia e fatores predisponentes a infeccao............... 13
1.15 Prevencao & iNfECCAD ..........ooiiiiiiiiiiiiiiiee e 13
1.16 Sinais clinicos e alteragBes anatomopatoldgicas.............cccuvvveeeennn.. 13
1.17 Tratamento da dOBNGA........ccoeeeeiiieeeee e 14

2. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oooviiieeieeeeeeeeeeeeeeee e 15
3. OBJIETIVO GERAL........otttiiiiiieee ettt aa s 33
4, OBJIETIVOS ESPECIFICOS ....ocovieeeeeeeeeeeeeeeeee e 33
5. CAPITULO Lottt 34
5.1  INTRODUGAO .......ooiotieeeeete ettt 34

5.2 MATERIAL E METODOS. ... oo, 36
5.2.1 Peixes e condigOes experimentais .............ccueeeeummmmemmmeimnennnnnnnns 36

5.2.2 Delineamento experimental............cccccuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiens 37

5.2.3 Bactéria e preparacdo do inoculo bacteriano ..................ccccc... 39



5.2.4 Infeccao experimental ............ccccouuuiimiiiiiiiiiiiiiie 41
5.25 Teste de fluoresceiNa.........cccuvuviiiiiiiiiiiiiiiiiianeees 41
5.2.6 Sobrevivéncia acumulada ............coeeuiiiiiiiiii i 41
5.2.7  Andlise histopatolOgiCa..........cuuveeeeiiiiiiiiiiiiieee e 42
5.2.8  ANAlISE eStatiSICA .....uvvrrrriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibb 42
5.3 RESULTADOS.....oiiiiii ittt e e e e e e e s 42
5.4 DISCUSSAD ....ciiiiiieiiiiieieieiee ettt 46
5.5  CONCLUSOES.......coioteeeeeeeteee ettt 49
5.6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......cccooeieeeeeeeeeeeee e 50
B. CAPITULO 2.ttt 55
6.1  INTRODUGAO ......cioiieeieeeeeeeeeeee et 55
6.2 MATERIAL E METODOS.... .ot 56
6.2.1  EXPErMENTO L ..oooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee ettt 56
6.2.2 Reproducédo e obtencdo das larvas...........cccccevveveiviiiiieeeeeeeeinins 56
6.2.3 Peixes e condicOes experimentais ........cccoeeeeeeeeeeiiviiiiiieeeeeeeennnns 57
6.2.4 Delineamento experimental............cccccceeeeiiieeeieeeeiiiiice e, 57
6.2.5  EXPEIMENTO 2. ...uuiiiiiiiiiieie e e e et e e eaaen 59
6.2.6 Delineamento experimental..........ccccccovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 59
6.2.7 Bactéria, preparac@o do iNOCUIO. ..........ccevvvvvvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee, 60
6.2.8 Infecgao experimental ..........ccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 61
6.2.9 Exame clinico, alteragfes macroscopiCas............cccvvveeeeeeeeennnnns 61
6.2.10 Sobrevivéncia acumulada ..............ceeevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 62
6.2.11 Avaliacdo microbiolOgiCa ...........ceeeviviiiiiiiiii e 62
6.2.12 Histopatologia........cceeeeeiiiiiiiiie e 62
6.3 RESULTADOS......cco oottt e e e e e 62
6.3.1  Primeiro eXPeriMento ...........cuuueeiieiiiieeiieeiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 62
6.3.2  Segundo EXPErMENTO .........cuuiiiiiiiiiiiiiiiee e 66
6.4  DISCUSSAOD ......cciiiiieiieiieieieiees ettt 68
6.4.1  EXPErMENTO L ...cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee ettt 68
6.4.2  EXPEriMENTIO 2 ....ccooiiiiiiiie e e 70
6.5 CONCLUSOES.......co oo 72
6.6 REFERENCIAS .....oooooieeeeeeeeeeeeeeeeee et 73

ANEXO 1. Certificado da comissao de ética no uso de animais (capitulo 1) ... 79

ANEXO 2. Certificado da comissao de ética no uso de animais (capitulo 2) ... 80

ANEXO 3. Artigo publicado na revista Aquaculture Reports .........cccccvvvveeeeeee. 81

Vi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Desenho experimental do eXpPerimento. ........c..coevereereeerineneneneseseeeeeeeeeees 38
Figura 2. Imagens dos trés tipos de materiais de rede de captura utilizadas no
experimento: rede de nylon, rede de polipropileno, rede de polietileno. ........................ 39

Figura 3. Lesbes cutaneas em lambaris manejados com distintos tipos de material de
rede e infectados com A. hydrophila pelo método de banho de imersédo. A.Pele e
escamas intatas (animal ndo infectado) B. Perda de escama e eroséo da pele (peixe
manejado com rede de polipropileno e infectado, seta branca). C. Erosédo e equimose
na nadadeira caudal (seta branca). Ulcera hemorragica (seta preta) (manejado com
rede de nylon e infectado. D. Ulcera (seta preta)(peixe manejado com rede de
polipropileno e infectado). Barra 1 CM. ....cccceoieiiiiinirenceceeere s 43
Figura 4. AlteragBes histopatologicas em A. altiparanae sobreviventes a infecgdo
experimental via banho com A. hydrophila. (A) Pele. Solu¢cdo de continuidade do
epitélio e hemorragia. Barra 200 um. (B) Figado. Leve congestéo da veia central e leve
degeneracgédo hidrépica. Barra 100 um (C). Branquias. Moderada a severa congestéo.
Barra 20 pm. Coloragaio HEE. ..o 44
Figura 5.Padrbes de integridade cutanea detectada pelo teste de fluoresceina em A.
altiparanae imediatamente apds 0 manuseio com diferentes tipos de materiais de rede
de captura (A) Nylon. (B) Polipropileno. (C) Polietileno. (D) Grupo manejado sem rede.
A esquerda, peixe sob luz regular, a direita, peixe Sob Uz preta. ..........ccoevvevevereerrennn 45
Figura 6.Sobrevivéncia de A. altiparanae manipulados com diferentes tipos de rede e
apos desafio por imersdo com A. hydrophila por 12 dias. T12-T1 & (rede de nylon),
T29-T2 & (rede de polipropileno), T32-T3 (rede de polietileno), T49-T4 &
(MANUSEATO SEM FEAER). ..ottt ettt ettt 46
Figura 7.Desenho experimental do segundo experimento: Astyanax altiparanae
suplementados com diferentes concentragcbes de 17@-estradiol e infectados
experimentalmente com Aeromonas hydrophila. ...........cccecevveeeniieere s, 58
Figura 8. Alteracbes macroscopicas de Astyanax altiparanae desafiadas com
Aeromonas hydrophila. (A) Lesbes ulcerativas e hemorragicas. (B) Figado palido (seta
branca). (C) Branquias area de necrose (seta branca). Barra 1 cm. ........ccccoeevvevenenenne. 63
Figura 9. AlteragBes histopatoldégicas em A. altiparanae sobreviventes a infecgdo
experimental via banho com A. hydrophila. A. Pele: Infiltrado inflamatério na derme e
muasculo (setas), B. Intestino: Hiperplasia de células caliciformes(*) e infiltrado
inflamatorio (setas), C. Figado: congestédo da veia central(*) e degeneracdo hidropica
(setas), D. Branquias: Congestédo de lamelas branquiais (setas). Coloragdo H&E. ...... 65
Figura 10. Sobrevivéncia 12 dias ap6s desafio por imersdo com A. hydrophila em
lambaris de rabo amarelo suplementados com diferentes quantidades de 17fB-
estradiol. Grupo T12-T1 & (0 mg kg?), T29-T2 (2 mg kg?), T32-T3 (4 mg kg?). ........ 66
Figura 11. Sobrevivéncia de A. altiparanae mantidos sob diferentes temperaturas apos
desafio por imersdo com A. hydrophila por 12 dias. Grupo T1: 21°C; T2: 25°C; T3:
200C; TA: B3OC. .ttt ettt ettt sttt ettt ekt bt a et n et e st b et et be et e se e 67
Figura 12. Sobrevivéncia de A. altiparanae mantidos sob a diferentes pH da agua ap6s
desafio por imersdo com A. hydrophila por 12 dias. Grupo T1: 5 pH; T2: 6 pH; T3: 7
PH; TA: 8 PH. ettt a e sttt b e s bt e s ae e sateeateeteebeens 68

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Sobrevivéncia de Astyanax altiparanae ap6s suplementacdo com estradiol e
desafio DACLEriaNO. ... 64

Vi



DEDICATORIA

Dedico esse trabalho:

Aos meus pais, Henry Alvarez Garcia e Delmira Rubio Ortega com todo meu
amor e gratidao, por tudo o que fizeram por mim ao longo da minha vida, os

guais com carinho e humildade, me ensinaram o amor pela vida e respeito ao
proximo.

As minhas irmas e irm&os: Erica Alvarez Rubio, Marlitd Alvarez Rubio, Heiler
Alvarez e Henrredin Alvarez pelo carinho e motivacado para que eu chegasse
até esta etapa da minha vida.

viii



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, pelo dom da vida, pelo seu amor infinito, por
estar presente em todos os momentos da minha vida, e me dando forgas para

continuar mostrando o caminho seguro nos momentos mais dificeis.

Aos meus pais Henry Alvarez Garcia e Delmira Rubio Ortega pelo amor
incondicional, pela a dedicacdo e também pelo apoio em todas as horas e
escolhas da minha vida, estando sempre ao meu lado com incentivos a

alcancar caminhos cada vez mais distantes.

Aos meus irmaos (as), sobrinhos (as) e cunhados (as) pelo carinho e por todas
as mensagens positivas, me dando animo para continuar enfrentando todos os
obstaculos da minha vida, nos quais confiaram em mim desde sempre. Em
geral a toda minha familia meus singelos agradecimentos durante este

processo.

A minha avo e avd paterno (em memoria), avdo materna (em memoria) e avd
materno, que mesmo longe sempre confiaram em mim, no qual sinto um amor

imenso e uma grande saudade.

Ao meu amigo, colega e professor Daniel Leonardo Cala Delgado, pela
confiangca depositada, pela grande ajuda para conquistar este sonho e sem
vocé nada seria possivel, gratidao.

A minha orientadora Profa. Dra. Julieta Rodini Engracia de Moraes, pela
confianga ao me permitir fazer parte da sua equipe, pela sua dedicacgéao,

paciéncia e carinho.

Aos meus amigos e irmdos de laboratério Jefferson Yunis Aguinaga (Jeff),
Victor Alexander Cueva Quiroz (Lex), Fernando Carlos Ramos Espinoza (Fer) e
Carlos Casanova Quispe, grato pela grande amizade, pois depositaram a
confianca de vocés em mim. Obrigado pela ajuda para concluir este trabalho.
Nunca irei esquecer aquela comida boa do Peru e também aquelas viagens

maravilhosas nas quais compartilhamos todos juntos.

Meu amigo Maicon Rodrigues, pela ajuda, convivéncia, forca e parceria.
Obrigado por me receber em sua casa durante todo este tempo e pela grande

aprendizagem um para com 0 outro.



A todas as pessoas brasileiras e estrangeiras que tive a oportunidade e prazer
de conhecé- las no Brasil, onde fiz grandes amizades, algumas delas ja foram
embora para seu pais de origem e as que estdo no Brasil. Aos meus amigos do
Peru por me acolher como um peruano mais. A todos vocés muito obrigado por
compartilhar experiéncias lindas, pela grande amizade e pelas grandes festas
que faziamos. Espero encontrar todos vocés numa nova oportunidade.

Levareis todos em meu coragao.

Ao pessoal do Departamento de Patologia Veterinaria pelo apoio e momentos

compartilhados durante o desenvolvimento do meu trabalho,

Ao Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP) — Campus de Jaboticabal —
SP (Brasil), pela oportunidade concedida de tornar-me Mestre em Aquicultura e
também ao seu corpo docente pelo comprometimento, dedicacdo e
conhecimento fornecido que adquiri, que levarei sempre comigo no exercicio

de minha profissao.

Ao David, Assistente Administrativo do Programa de Pés-Graduacdo em
Aquicultura (CAUNESP/Jaboticabal), pelo suporte durante todo o periodo do

mestrado.

Aos membros da banca examinadora Dr. Marcello Pardi de Castro e Dra.
Geovana Dotta Tamashiro pelas valiosas sugestbes, realcando e
aperfeicoando ainda mais a utilidade do meu trabalho, tanto na qualificacédo

como na defesa. Obrigado.

Agradeco a todos os funcionarios do Caunesp pelo apoio, amizade e ajuda de

sempre.
A CAPES pela bolsa de mestrado concedida.

Ao Brasil, pela oportunidade, experiéncias e conhecimento, espero poder

retribuir pelo menos um pouco do que me foi dado.

Muito obrigado a todos que contribuiram para que eu me tornasse quem sou

hoje!



APOIO FINANCIERO

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cadigo de
Financiamento 001.

A Fapesp, pela verba concedida no auxilio regular processo 2018/06137-6,
assim como nas bolsas de estudos 2016/18345-2 e 2017/15779-4 aos
colaboradores da pesquisa.

Ao CNPq pela bolsa de estudos do colaborador 141835/2018-4.

Xi



RESUMO

A producao de lambaris (Astyanax sp.) tem destaque na piscicultura de peixes
nativos no Brasil devido ao crescente uso como isca viva e consumo direto
como petisco. As pesquisas nesta espécie ainda sao insipientes,
particularmente na area da sanidade. Relatos de casos e diagnosticos
laboratoriais sugerem que a aeromoniose € a principal doenca infecciosa nesta
espécie. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o papel de diversos
fatores de manejo reprodutivo e da despesca na susceptibilidade de Astyanax
altiparanae a infeccao experimental por Aeromonas hydrophila pelo método de
banhos de imersdo. Foram avaliados o material das redes de despesca, o
sexo, a reversdo sexual, a temperatura e o pH da &gua. A infeccdo
experimental foi induzida por imersdo em solucdo diluida de uma cepa
patégena de A. hydrophila. Os sinais clinicos, lesdes anatomopatolégicas,
integridade da pele e a mortalidade foram avaliados durante 12 dias. Com
respeito ao uso de diferentes tipos de rede de despesca, a sobrevivéncia foi
significativamente menor e houve severas lesfes cutaneas na pele dos peixes
manipulados com rede de nylon quando comparados aos grupos com redes de
polipropileno, polietileno ou peixes manejados sem rede. Por outro lado, a
reversdo sexual com estradiol evidenciou sobrevivéncia menor das fémeas
sobre os machos (ambos tratados com horménios), e houve tendéncia ao
incremento na mortalidade com a adi¢cdo do hormonio na ragéo (2 vs 4 mgkg™).
Com relagcéo a temperatura e o pH da agua, registrou-se menor sobrevivéncia
nos grupos mantidos nas temperaturas e pH mais altos. Conclui-se que o

método de imersdo mostrou-se adequado para reproduzir a infeccdo com A.



hydrophila no lambari de rabo amarelo e que diversos fatores de manejo
influenciaram o curso da infeccéo.
Palavras-chave: Lambaris, Septicemia hemorragica; Aeromonose; Sanidade

aquicola.

ABSTRACT

Yellowtall tetra (Astyanax sp) production has a promissory future in native fish
farming in Brazil due to the increased use of this species as live bait and for
direct consumption. Research on this species is still incipient, particularly in
aguatic health, where local reports suggest that aeromoniosis is the major
infectious diseases in yellowtail tetra. The present work aimed to evaluate the
role of several reproductive and handling factors on the susceptibility of
Astyanax altiparanae to experimental infection with Aeromonas hydrophila by
an immersion bath method. The effects of the net material used for handling,
sex, sexual reversion, water temperature and pH were evaluated. Experimental
infection was achieved by immersion in dilute solution of a pathogenic strain of
A. hydrophila. Clinical signs, pathological lesions, skin integrity and mortality
were evaluated for 12 days. Regarding the different types of net material, the
study showed significant lower survival and more severe cutaneous lesions in
fish manipulated with nylon net when compared to polypropylene, polyethylene
net and managed by hand. In addition, sexual reversion with estradiol revealed
lower survival for females over males (both treated with hormones), and there
was a tendency to increased mortality rates with the incorporation of hormone in
the diet. Regarding water temperature and pH, there was lower survival in the
groups maintained at higher temperature and pH. It was concluded that the

immersion bath method is a suitable model to reproduce A. hydrophila infection



in the yellowtail tetra and that several factors such as the net material, sex,
water temperature and pH influence the course of the infection.
Keywords: Lambaris; hemorrhagic septicemia; Aeromoniosis; Aquatic animal

health.

REVISAO DE LITERATURA

1.1Producéo aquicola mundial e no Brasil

A producdo mundial de peixes registra crescimento constante devido ao
aumento da demanda por produtos proteicos de alto valor biolégico, sendo os
peixes uma das principais fontes de proteina animal. Assim, entre 1961 e 2015,
0 aumento médio anual do consumo mundial de peixe comestivel foi de 3,2%
superando o crescimento populacional (1,6%), assim como o crescimento do
total de carnes procedentes de animais terrestres consumidas no mundo
(2,8%) (FAO, 2018). Em termos per capita, 0 consumo de peixe teve um
aumento de 0.009 toneladas em 1961 para 0.202 toneladas em 2015 (FAO,
2018).

No Brasil, a producdo piscicola cresceu 8% em 2017, encerrando 0 ano
com 691.700 toneladas de peixes cultivados (PEIXE BR, 2018). Estima-se que
esta atividade crescerd em 104,4% até o ano 2025, alcancando 1,15 milhdes T
produzidas por ano. O cultivo de peixes nativos representa 43,7% da producao
brasileira (PEIXE BR, 2018), com expectativa de crescimento elevada
respaldada pelos recentes investimentos na area. Dentre as principais espécies
nativas cultivadas encontram-se os peixes redondos (pacus, tambaquis,
pirapitingas, patingas), pirarucus, surubim (cacharas, pintados e hibridos) (IBG,
2018) e os lambaris, o0s quais apresentaram recentemente aumento
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consideravel na sua producdo passando de 0.234711 toneladas em 2016 a

0.595607 toneladas em 2018 (IBG, 2018).

1.2Lambari como espécies de producao

Lambari é o nome comum para diferentes espécies do género Astyanax,
da familia Characidae (GERY, 1977), amplamente distribuidos na regi&o
neotropical desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina
(ABILHOA, 2007; FROESE & PAULY, 2018). A espécie mais desenvolvida
para a aquicultura no Brasil € Astyanax altiparanae, também conhecido por
lambari do rabo amarelo (GARUTTI & BRITSKI, 2000).

1.3Caracteristicas produtivas do lambari

No Brasil, estes peixes sdo comumente utilizados como iscas vivas em
pesque e pagues por pescadores de espécies carnivoras (DA SILVA et al.,
2011). Os mesmos também sdo consumidos diretamente como petiscos em
diversas regides do pais (FIRETTI et al., 2013). Adicionalmente, o lambari
apresenta grande importancia ecoldgica, contribuindo para o equilibrio dos
ecossistemas de agua doce brasileiros (SHIBATTA et al. 2002).

Durante o cultivo de A. altiparanae, as fémeas tendem a crescer mais do
que os machos, o que torna a producdo monossexual viavel, embora ainda ndo
seja aplicada comercialmente (VALLADAO et al., 2018). Antes que 0 uso em
larga escala do cultivo monosexo seja estabelecido, é importante determinar
que caracteristicas indesejaveis ndo estejam incluidas no peixe monossexo
(PETERSON & DAVIS, 2012). Diferengcas na resposta imune e consequente
suscetibilidade as doencas entre machos e fémeas no lambari sé&o
desconhecidas, entretanto o sexo € um importante fator que influencia o
sistema imunoldgico dos peixes. Estrogenos e androgenos desempenham
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papel importante na homeostase hematoldgica por mediar a proliferacdo de

linfocitos (MILLA et al., 2011; MAGNADOTTIR, 2010).

1.4Pesquisas no lambari

O interesse pela criagdo comercial desta espécie, favoreceu o
desenvolvimento de pesquisas, para viabilizar e tecnificar sua producao,
principalmente nas areas de nutricdo (BARBIERI, 1992; GONCALVES et al.,
2014; SUSSEL et al., 2014.), toxicologia (SILVA et al.,, 2010), reproducéo
(CASSEL et al., 2017), genética (LEUZZI et al., 2004) e manejo (GIMBO et al.,
2008). Porém, apesar deste interesse, sdo escassos 0s estudos referentes a
sanidade na producédo de lambaris, sendo estes mais focados a identificacdo
de parasitas (BARASSA et al., 2003; AZEVEDO et al., 2007; CAMARGO et al.,
2016), sem maiores relatos cientificos de outros tipos de agentes infecciosos
gue atingem sua producao.

1.5 Doencas na piscicultura

Na dultima década, houve aumento exponencial de enfermidades
emergentes na aquicultura mundial, causando perdas econémicas numa ampla
variedade de peixes marinhos e de agua doce (SOTO et al., 2009). Os peixes
de criacdo sdo constantemente expostos aos varios procedimentos de manejo
como sujeicdo, biometria, transporte, exposicdo ao ar e confinamento que
podem comprometer a homeostase do organismo (DROR et al.,, 2006). No
Brasil, os surtos de doencas mais frequentemente registrados nos peixes
tropicais de cultivos sdo causados por bactérias Gram-negativas (Aeromonas,
Flavobacterium, Pseudomonas e Francisella) e bactérias Gram-positivas
(Streptococcus e Lactococcus) (PILARSKI et al., 2008; TAVARES et al., 2018).
Estas bacterioses atingem varios peixes como tildpias (FIGUEIREDO et al.,
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2005; CARVALHO-CASTRO et al., 2010; NETTO et al., 2011; SALVADOR et
al., 2013; LEAL et al., 2014) e peixes nativos (PILARSKI et al., 2008; EVANS et
al., 2009; SILVA et al., 2012; SEBASTIAO et al., 2015; TAVARES et al., 2018).

1.6Fatores predisponentes as bacterioses na piscicultura

Ao longo do periodo de criacdo, os peixes sdo submetidos as diferentes
formas de manejo e multiplas variacdes ambientais. Muitos séo os fatores que,
individualmente ou em conjunto, podem impor estresse no sistema fisioldgico
dos peixes comprometendo o sistema imune, aumentando a incidéncia as
doencas (ADAMS, 1990). Estes fatores podem ser categorizados como
ambientais (temperatura, salinidade, aménia, oxigénio dissolvido, pH, produtos
quimicos, patdgenos), fisicos (limpeza, classificacdo, manuseio, aglomeracéo,
confinamento, alimentacdo, vacinacédo) e sociais (competicdo, aglomeracéo,
agressividade) (IWAMA et al., 2005; PAVLIDIS & MYLONAS, 2011; TORT,
2011; BRAITHWAITE & EBBESSON, 2014).

1.7Temperatura da agua

O estresse ambiental € uma das principais causas predisponentes a
infeccbes bacterianas na piscicultura (MARTINS et al., 2009). Esses surtos
podem estar associados as mudancas rapidas na temperatura da agua, que
favorecem a proliferacdo bacteriana (MARCOGLIESE, 2010) e diminuem a
resisténcia do hospedeiro (HARVELL et al., 2002; HOOPER et al.,, 2007).
Peixes fora da zona de conforto de temperatura sdao mais susceptiveis as
infeccbes bacterianas. Estudos feitos com tilapias indicam que a temperatura
da 4gua influencia as taxas de mortalidade causadas por Streptococcus spp. e
estdo associados as altas temperaturas da agua como observado em
Oreochromis mossambicus desafiadas com Streptococcus iniae mantidas sob
diferentes temperaturas 19, 23, 27, 31 e 35 ° C. No citado estudo, observou-se
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que peixes transferidos de temperaturas de 27° C para as mais altas
apresentaram menor resisténcia a infec¢cdo e diminuicdo nos parametros da
imunidade inata tais como contagem leucocitaria total, burst respiratério,
atividade da lisozima sérica e atividade fagocitica das células sanguineas
(NDONG et al.,, 2007). Marcusso et al., (2015) testaram a influéncia de
diferentes temperaturas da agua: 24, 26, 28 e 32° C no curso da infeccdo por
Streptococcus agalactiae em tilapias do Nilo, revelando maior mortalidade nos
peixes mantidos nas temperaturas mais altas. Na mesma linha, pacus,
Piaractus mesopotamicus desafiados experimentalmente com A. hydrophila
sob diferentes temperaturas: 21, 22 e 23°C apdés suplementacao alimentar com
vitaminas C e E apresentaram maior mortalidade na temperatura mais alta,
mesmo com suplementacao alimentar (GARCIA et al., 2009).

1.8pH da agua

O pH é um parametro importante a ser monitorado dentro de uma
producdo visto que possui efeito direto sobre o metabolismo e 0s processos
fisiol6gicos de peixes e outros organismos aquaticos. Quando os valores de pH
se encontram fora do desejavel para a espécie, pode ser desencadeada uma
situacdo de estresse, com a subsequente queda da imunidade, supressao do
crescimento e em casos extremos, a morte (SAMPATH et al., 1993; COPATTI
& AMARAL, 2009; BALDISSEROTO, 2011). Mudancas bruscas no pH da agua
de cultivo dos peixes s&o decorrentes do uso excessivo de ragdo ou
suplementacdo alimentar, producdo excessiva de desperdicios pelos peixes
(esterco) ou uso indiscriminado de fertilizantes organicos (SINGH et al., 2019).
A maioria dos peixes de cultivo vivem em uma faixa de pH muito estreita
préxima da neutralidade, sendo o pH 6timo para o cultivo de espécies

comerciais como as carpas niveis de entre 7,0 a 8,5 (JENSEN & BRAHM,
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1995; QIAN et al., 2014; CHEN et al., 2015). Segundo Das et al., (2006),
alteracdes no pH na agua de cultivo pode afetar o funcionamento branquial, o
que prejudica o equilibrio osmotico e a respiracdo dos peixes. A exposicdo a
pH &cido tem como primeira resposta o aumento da secrecdo de muco pelas
branquias, induzindo fusdo lamelar, e diminuindo a capacidade respiratoria e
de trocas de ions (MUNSHI & SINGH, 1992). Enquanto que, peixes expostos a
ambientes de pH alcalino, podem sofrer distarbios no fluxo interno de Na+ e Cl-
devido a inibigéo nas trocas de Na+ /H+, Na+ /NH4 e Cl- /[HCOS3 nas branquias
(WILKIIE et al., 1996; WOOD, 2001).

1.9Sexo e reversdo sexual

Outro fator modulador do curso das doencas € 0 sexo e a reversao
sexual dos peixes. Fémeas e machos diferem no consumo de energia e
requerimentos nutricionais produto das interacdes com fatores ambientais e
horménios sexuais (TOGUYENI et al., 1997). Diferencas marcadas no gasto
energético sdo observaveis entre machos e fémeas (LUPATSCH et al., 2010).
Estas diferencas sédo decorrentes de processos reprodutivos como 0 processo
de maturacdo de ovocitos nas fémeas, 0 qual incrementa o gasto de energia e
nutrientes para a producao de componentes como o saco vitelino e vitelogenina
(VOLKOFF & LONDON, 2018). Assim, o gasto energético no processo
reprodutivo, pode atuar em detrimento de outras funcdes como as do sistema
imune.

Por outro lado, os hormbnios sexuais atuam como importantes
moduladores da resposta imune (HARRIS & BIRD 2000; SHELLEY et al.,
2013). Estes sao utilizados na aquicultura como técnicas de reversao sexual
para a obtencdo de peixes do mesmo sexo com objetivo de aumentar o

potencial produtivo de determinadas espécies, sendo utilizado para este fim o
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tratamento com estradiol, estrogeno que atua na diferenciacdo sexual e
mudancas de sexo, estimulando o desenvolvimento do tecido ovarino
(NAKAMURA et al., 2003; PORTO-FORESTI et al., 2005; SATO et al., 2006.
Estudos in vivo e in vitro em diversas espécies de teledsteos relatam funcdes
Imunossupressoras associadas ao estradiol tais como inibicdo da quimiotaxia e
da atividade fagocitica de leucécitos (CHAVES-POZO, 2018).

1.10 Rede de despesca

O uso de redes de despesca seja para troca de tanque, selecao,
biometria, transporte ou despesca final pode resultar em diferentes graus de
lesGes na pele dos peixes, aumentando a probabilidade de infeccbes por
fungos e bactérias (CONTE, 2004; COLOTELO & COOKE, 2011). A captura €,
provavelmente, uma das etapas mais agressivas do manejo em uma
piscicultura onde o exercicio de fuga por parte dos animais, € um componente
inevitavel, além da abrasdo do corpo do animal contra outros peixes ou contra
as redes, que podem acarretar mortalidade significativa dos lambaris, devido as
lesBes, estresse e doencas causadas durante a manipulacdo das redes de
arrasto (PORTO-FORESTI et al., 2001). Estas lesdes na pele muitas vezes néo
sdo percebidas pelo operario, tornando-se portas de ingresso para agentes
infecciosos.

O material da malha das redes de captura pode variar muito, embora 0s
tipos mais comuns usados na pesca e na aquicultura sdo o nylon, borracha,
polipropileno e polietileno (LIZEE et al., 2017). O tipo de material da malha
influéncia a severidade dos ferimentos com a rede. Gallardo et al., (2010),
utilizaram fémeas de Tinca tinca para avaliar os efeitos de dois tipos de
material de rede de despesca (rede de nylon e rede téxtil macia) durante o

confinamento por 24h, evidenciando que o nylon induziu danos a pele e
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barbatanas mais severos. Estudos andlogos de menor duracdo (30 s) também
mostraram que o nylon induz injarias cutdneas mais severas que rede de
borracha ou polipropileno, além de perda de muco do corpo dos animais
(BARTHEL et al., 2003; LIZEE et al., 2017). Contudo, a maioria dos estudos
referentes ao material da rede referem-se a pesca esportiva do tipo pesque e
solte sendo cada vez mais questionada pela preocupag¢ao com o bem-estar dos
peixes com base no argumento da imposicdo desnecessaria de dor e
sofrimento aos animais (HUNTINGFORD et al. 2006, ARLINGHAUS et al.
2009). Esta é uma préatica com tempos de retencdo longos, enquanto que
procedimentos mais curtos proprios da aquicultura como inspecao de rotina,
biometria e selecéo dos peixes tem sido pouco estudados.

Os danos na pele induzidos pelo manejo com rede, costumam ser
visiveis e portanto facilmente identificados, no entanto, a pele do peixe pode
ficar com Ulceras sem exibir sinais 6bvios de dano (COLOTELO & COOKE,
2011). Uma das formas de detectar lesdes de pele antes de serem visiveis ao
olho nu é mediante o0 uso de um corante vital denominado fluoresceina. Este
corante é amplamente utilizado em procedimentos oftalmolégicos em
mamiferos, principalmente por via intravenosa (MINTERN et al, 1999). A
fluoresceina é um corante amarelo ndo toéxico com alto grau de ionizagcdo em
pH fisiolégico; que n&o ingressa no epitélio intacto nem forma vinculo com o
tecido, mas quando ha quebra na barreira epitelial pode se ligar aos tecidos
(BARTLETT et al, 1996). Esse corante foi usado para detectar danos na pele
de peixes em espécies de criagdo como truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss),
peixe-gato (Ictalurus punctatus), e kinguio (Carassius auratus) com lesfes

cirurgicas induzidas na pele (NOGA & UDOMKUSONSRI, 2002), assim como
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peixes de pesca esportiva de agua doce como o robalo (Micropterus
salmoides) e o Iucio do norte (Esox lucius) com lesbes apos retencdes curtas e
prolongadas por manejo com rede (COLOTELO & COOKE, 2011, 2012) e em
pacus (Piaractus mesopotamicus) infectados experimentalmente com A.
hydrophila (MARCUSSO et al., 2014).

1.11 Género Aeromonas

Espécies do género Aeromonas sdo habitantes comuns de ambientes
aguaticos, que pertencem a familia Aeromonadaceae (COLWELL et al., 1986;
YANEZ et al., 2003). Podem atuar como agentes oportunistas e sdo descritas
em surtos de doencas de peixes e em doencas humanas (ALTWEGG, 1999;
FIGUERAS, 2005; SAAVEDRA et al., 2004).

As bactérias deste género podem ser responsaveis por zoonoses pelo
contato direto com muco e tecidos de peixes infectados com manifestacdes
clinicas da doenca ou assintomaticos. Cortes e escoriacfes presentes nas
maos do manipulador servem como porta de ingresso para a bactéria (LOWRY
& SMITH, 2007). Infec¢cbes humanas com Aeromonas spp. se desenvolvem
frequentemente em pessoas imunocomprometidas para as quais a bacteremia
pode ser uma ameaca severa a vida (TSAIl et al., 2006; IGBINOSA et al.,
2012). Em pessoas saudaveis, os sinais mais comuns da infec¢do por
Aeromonas spp. incluem inchaco localizado da ferida e gastroenterite (MOYER,
1987; VINH & EMBIL, 2007; SOOD & NERURKAR, 2014).

1.12 Aeromonas hydrophila

A. hydrophila é uma das espécies mais importantes do género
Aeromonas, conhecida na aquicultura por infectar peixes e ocorrer de forma
ubiqua e autoctone em ambientes aquaticos (PACHANAWAN et al 2008).
Inicialmente, ndo recebeu maior importancia como patdgeno de peixes, ja que
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a bactéria é parte integrante da microbiota intestinal de peixes saudaveis
(TRUST et al., 1974). Nao obstante, A. hydrophila € um patégeno oportunista
de grande variedade de hospedeiros, e, lesdes cutaneas prévias facilitam o
ingresso do patdégeno (VENTURA & GRIZZLE, 1988).

A bactéria é do tipo bastonete movel com flagelos polares, que nao
produz esporos, Gram-negativa, ndo capsulada, aerGbia ou anaerdbia
facultativa, apresenta mecanismo oxidativo e fermentativo para a reducao da
D-glucose (STOSKOPF, 1993; COLWELL et al., 1986; BULLER, 2014). Sua
distribuicdo geografica € ampla, podendo ser encontrada em muitos nichos
ecolégicos, principalmente em &guas, seja de rios, lagos poluidos ou néo,
ambientes piscicolas como tanques rede e viveiros, além disso até mesmo em
aguas levemente salinas (PALUMBO et al., 2001; SUHET et al., 2011).

A. hydrophila atinge grande variedade de espécies de peixes incluindo a
carpa comum, Cyprinus carpio (KARUNASAGAR et al., 1991; ISWARYA et al.,
2018), tilapia, Oreochromis niloticus (YAMBOT, 1998), enguia, Anguilla anguilla
(ESTEVE et al., 1993) e kinguio, Carassius auratus (MAJI et al., 2006), entre
outros. Nas pisciculturas brasileiras surtos de enfermidade por A. hydrophila
ocorrem com frequéncia em espécies como surubim hibrido (SILVA et al.,
2012) e pacus (BELEM-COSTA & CYRINO, 2006).

1.13 Aeromonose no lambari

A infeccdo pela bactéria A. hydrophila desencadeia septicemia
hemorragica em teledsteos tropicais e provou ser virulenta para Astyanax
bimaculatusis espécie do mesmo género do lambari (JATOBA et al., 2017).
Descri¢cbes cientificas de patdgenos bacterianos no cultivo do lambari séo
escassas, porém relatos de piscicultores e diagndsticos laboratoriais permitiram

caracterizar que o0s problemas mais comuns na lambaricultura estdo
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associados as doencas bacterianas indutoras de septicemia hemorrdgica
(VALLADAO et al., 2018).

1.14 Fatores de viruléncia e fatores predisponentes a infec¢éo

Dentre dos fatores de viruléncia de A. hydrophila, encontram-se as
endotoxinas, enterotoxinas extracelulares, hemolisinas, citotoxinas e proteases,
assim como a capacidade de se aderir as células por meio de proteinas de
membrana (HOWARD & BUCKLEY, 1985; THOMAS, 2013). A aerolisina é um
fator de viruléncia frequentemente encontrado nas cepas isoladas de surtos de
doencas (OLIVEIRA et al., 2011; LAITH & NAJIAH, 2013). Lipases e
hidrolipases sdo importantes fatores de viruléncia em Aeromonas spp., pois
alteram a estrutura da membrana citoplasmatica do hospedeiro, exacerbando
sua patogenicidade, principalmente se o gene da aerolisina estiver presente
(NAWAZ et al., 2010).

1.15 Prevencéo a infeccéao

Surtos de septicemia por Aeromonas geralmente acometem peixes
imunos-suprimidos produto do efeito de estressores tais como temperatura,
superlotacdo, poluicdo organica e hipoxia (ANUSHA et al., 2014). Por tanto,
medidas de prevencdo sdo importantes para evitar doencas bacterianas, tais
como, manter as densidades adequadas nos viveiros, evitar a manipulacao
excessiva dos peixes, manter os parametros de qualidade da agua 6timas,
entre outros. Adicionalmente, o uso de imunoestimulantes incorporados na
racdo de maneira profilatica, podem beneficiar a saude dos animais
principalmente nas fases iniciais do cultivo, onde o0s peixes sdo mais
susceptiveis a doencas (PORTZ, 2006).

1.16 Sinais clinicos e alteracdes anatomopatoldgicas
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A. hydrophila causa septicemia hemorragica, caracterizada por erosdes
na pele, branquias, opérculos e nadadeiras, progredindo para ulcera¢cdes com
perdas do epitélio e hemorragia. Também, a aeromonose € caracterizada pela
distensdo abdominal. Internamente, pode haver acumulo de liquido ascitico, e
lesbes necrohemorragicas no figado e rim (GARCIA et al.,, 2009; AUSTIN &
AUSTIN, 2012). O figado dos animais pode estar palido ou possuir cor
esverdeada, enquanto o rim apresenta aspecto inflamado e friavel (AFIFI et al.,
2000).

InfeccBes sistémicas por A. hydrophila em bagres do canal, Ictalurus
punctatus, caracterizaram-se por necrose difusa em varios 6rgaos internos,
com aumento de melanomacréfagos, sendo o figado e os rins os 6rgdos alvo
da septicemia aguda (VENTURA & GRIZZLE, 1988). Em estudo feito por
Marinho-Neto et al., (2019) foram caractyerizadas as fases iniciais da infec¢ao
por A. hydrophila em diferentes tecidos de pacus injetados por via
intraperitoneal com a bactéria, observando-se lesdes histopatoldgicas 6 a 9
horas apds da inoculacdo em todos os érgaos, além de hemorragia, necrose
extensa com infiltrado de leucécitos e congestao de grandes vasos.

LesBes similares foram observadas em tilapias do Nilo, incluindo
hemorragia sub capsular renal, degeneracao intersticial do parénquima renal
com formacé&o vacuolar citoplasmatica e necrose epitelial tubular associada a
infiltrado intersticial linfocitico (YARDIMCI & AYDIN, 2011).

1.17 Tratamento da doenca

7

O tratamento da aeromoniose em peixes € realizado principalmente
mediante administracdo de antimicrobianos na ragcdo (SINDAN, 2018). Na

aquicultura comercial brasileira o0s antimicrobianos mais usados sao a
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oxitetraciclina e o florfenicol, sendo os Unicos autorizados para 0 uso em peixes
segundo portaria N° 444 de dezembro de 2014 (MPA, 2014).

Antibioticos como cloranfenicol, florfenicol, estreptomicina, oxitetraciclina
e ampicilina apresentam eficacia no tratamento (WOOLEY et al.,, 2004;
YOSHIMIZU et al 2016). Nao obstante, recentes pesquisas de sensibilidade
antimicrobiana de isolados da A. hydrophila em peixes, tém mostrado aparicéo
de resisténcia antimicrobiana contra os principais produtos aplicados na
aquicultura, o que dificulta o tratamento da doenca (RADU et al.,, 2003;
STRATEV & ODEYEMI 2016).
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3. OBJETIVO GERAL
Avaliar os fatores de manejo reprodutivo e de despesca que influenciam no
curso da infeccdo com Aeromonas hydrophila em Astyanax altiparanae pelo

método de banhos de imersao.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito do manejo com diferentes materiais de redes de despesca
em Astyanax altiparanae infectados com A. hydrophila.

e Determinar se o protocolo de reversdo sexual com suplementacdo de
estradiol na alimentacdo inicial de Astyanax altiparanae modifica a
susceptibilidade da espécie & infeccdo por A. hydrophila.

e Avaliar a susceptibilidade de Astyanax altiparanae a infecdo experimental

por A. hydrophila sob diferentes temperaturas e pH da agua.
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5. CAPITULO 1

Influencia do tipo de rede de captura e o sexo na infecgcédo experimental
por banhos de imersdo com Aeromonas hydrophila em Astyanax
altiparanae

Neste experimento, testou-se a influéncia do tipo de material da rede de
captura utilizada no manejo de machos e fémeas de lambaris do rabo amarelo, no
curso da infeccdo com A. hydrophila.

5.1INTRODUCAO

Os peixes de criacdo sdo constantemente expostos aos VAarios
procedimentos de manejo, como redes, retengao, transporte, exposicéo ao ar e
confinamento que podem comprometer a homeostase dos peixes (DROR et al.,
2006). O manejo com rede induz uma resposta acentuada ao estresse (BRIJS
et al., 2019) e pode resultar em diferentes graus de lesdes na pele dos peixes,
aumentando o risco de infec¢des fungicas e bacterianas secundéarias (CONTE,

2004; COLOTELO & COOKE, 2011).

A malha da rede usada na pesca e na aquicultura pode variar de acordo
com o material, embora 0s tipos mais comuns sejam nylon, polipropileno,
polietileno e borracha (LIZEE et al., 2018). O tipo de material de malha
influencia a magnitude dos ferimentos com a rede. O nylon provou induzir
danos na pele de peixes, apds sujeicdo maiores em comparacdo com a rede
téxtil macia (GALLARDO et al., 2010), borracha ou polipropileno (BARTHEL et
al., 2003; LIZEE et al., 2018). No entanto, a maioria dos estudos sobre o
material da rede esta relacionada a pescarias com tempos de compensacao
longos, enquanto ha poucas informacdes sobre a aquicultura e seus

procedimentos mais curtos.
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Os danos na pele induzidos pelo manejo com rede, costumam ser
visiveis e portanto facilmente identificados, no entanto, a pele do peixe pode
ficar com Ulceras sem exibir sinais 6bvios de dano (COLOTELO & COOKE,
2011). A fluoresceina, um corante vital amarelo ndo toxico relativo, pode
penetrar no epitélio danificado sem se ligar aos tecidos intactos (BARTLETT et
al., 1996). Esse corante foi usado para detectar danos na pele de peixes antes
que seja visivel a olho nu para salmonideos e outras espécies de criagcdo com
lesbes cirargicas na pele (NOGA & UDOMKUSONSRI, 2002), espécies de
peixes esportivos de dgua doce com lesdes por rede (COLOTELO & COOKE,
2011) e para pacu infectados experimentalmente com A.

hydrophila (MARCUSSO et al., 2014).

Astyanax sp € um género da familia Characidae amplamente distribuido
na regido neotropical desde o sul dos Estados Unidos ao norte da Argentina
(FROESE & PAULY, 2013). As espécies mais desenvolvidas para a
aquicultura sao o rabo amarelo Astyanax altiparanae , também conhecido por
seu nome comum lambari (GARUTTI & BRISTKI, 2000) Apesar de seu
pequeno tamanho, o cultivo de rabo amarelo é promissor para a aquicultura
brasileira devido ao seu uso como lanche gourmet ou como isca viva para a

pesca esportiva (VALLADAO et al., 2018).

Durante o cultivo de A. altiparanae, as fémeas tendem a crescer mais do
qgue os machos, o que torna a producdo monossexual viavel, embora ainda nédo
seja aplicada comercialmente (VALLADAO et al., 2018). Antes que 0 uso em
larga escala do cultivo monosexo seja estabelecido, é importante determinar
gue caracteristicas indesejaveis nao estejam sendo incluidas no peixe

monossexo (PETERSON & DAVIS, 2012). Diferengcas na resposta imune e
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consequente suscetibilidade a doencgas entre machos e fémeas no lambari s&o
desconhecidas, entretanto o sexo é um importante fator que influencia o

sistema imunolégico dos peixes (MAGNADOTTIR, 2010).

Descri¢cdes cientificas de patdgenos bacterianos no cultivo do lambari
sdo escassas, porém relatos de piscicultores e diagnosticos laboratoriais
permitiram caracterizar que os problemas mais comuns na lambaricultura estao
associados a doencas bacterianas indutoras de septicemia hemorragica
(VALLADAO et al., 2018). A infeccdo por A. hydrophila leva & septicemia
hemorrdgica e provou ser virulenta para Astyanax bimaculatus, uma espécie
intimamente relacionada (JATOBA et al., 2017). A infeccéo por esse patdégeno
em teledsteos tropicais relacionados € caracterizada pela presenca de lesGes
de pele, hemorragias, Ulceras e distensdo abdominal (OLIVEIRA et al., 2011,
MARINHO-NETO et al., 2019).

O obijetivo deste trabalho foi o de avaliar o efeito de uma pratica comum
da aquicultura como a despesca com rede, com trés tipos diferentes de malha
de rede, sobre o curso de uma infecgdo experimental com A. hydrophila em
lambari de rabo amarelo fémeas e machos, A. altiparanae, simulando uma rota

de infec¢céo natural (desafio de imersao).

5.2MATERIAL E METODOS

5.2.1 Peixes e condi¢cdes experimentais

Foram utilizados 256 juvenis de lambari do rabo amarelo, Astyanax
altiparanae, provenientes do Centro de Aquicultura da Unesp (Caunesp), e
transportados para as instalacbes do Centro de Pesquisas em Parasitologia e

Patologia (CPPAR), da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV),
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Unesp-Jaboticabal. Os lambaris foram aclimatados por duas semanas prévias
ao inicio do experimento. Os peixes foram mantidos em aquarios de vidro (100
L) com agua proveniente de poco artesiano, aeracao continua, filtro mecénico e
termostato. A sexagem foi realizada com base nas caracteristicas na ponta da
nadadeira anal, a qual apresenta espiculas nos machos facilmente sentido pelo
tato (VALLADAO et al., 2018). A qualidade da agua foi avaliada semanalmente
por meio de sondas multiparametros e permaneceu dentro da faixa para esta
espécie (RODRIGUES, 2013) (oxigénio dissolvido = 5,6 mg L, temperatura =
25,6°C, pH = 7,6 e condutividade elétrica = 117,9 uyS cm?). Os peixes
receberam racdo comercial duas vezes ao dia ad libitum (Nutripiscis, 2-3 mm,
45% de proteina bruta). O protocolo ético para este estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Estadual Paulista (CEUA-UNESP) sob
protocolo numero 014773/19 de acordo com as diretrizes de cuidado e uso de
animais de laboratorio das leis brasileiras.
5.2.2 Delineamento experimental

Animais da mesma idade (fémeas 4,8 + 2,02¢g, 5,85 + 1,12cm e machos
4,2 + 1,049, 5,50 + 0,43cm) foram distribuidos aleatoriamente em oito grupos
experimentais, considerando o sexo (fémeas e machos), infeccdo por A.
hydrophila (infectados ou ndo) e quatro tipos de material de rede de captura:
(T19 -T1 & rede de nylon), (T29 -T2 & rede de polipropileno), (T3 -T3 J rede
de polietileno), (T4Q -T4 & grupo controle sem uso de rede), em duplicata (Fig.

1).
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Figura 1. Desenho experimental do experimento.

Antes da infec¢ao experimental, os peixes foram submetidos ao estresse
por captura com os trés tipos de materiais de rede: micro-malha de nylon sem
nés; polipropileno sem nés; polietileno sem nos (Fig. 2), sendo mantidos
apertados na rede acima da superficie da dgua e balancados de um extremo
ao outro por 30 segundos (BARTHEL et al., 2003). Os peixes manipulados sem
rede (grupo controle) foram manejados individualmente substituindo o uso das

redes por sacos plastico com agua.
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Figura 2. Imagens dos trés tipos de materiais de rede de captura utilizadas no experimento:
rede de nylon, rede de polipropileno, rede de polietileno.

Posteriormente, cinco peixes por grupo foram anestesiados em solucéo
de benzocaina (100 mg L 1) (E1501, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA)
previamente dissolvida em alcool puro (GIMBO et al., 2008) e submetidos ao
teste da fluoresceina, com a finalidade de avaliar a integridade da pele e
observar presenca de lesdes cutaneas induzidas pela rede de captura. Apos o
teste, os peixes foram infectados com solucdo diluida de A. hydrophila
seguindo um método de imersdo descrito por Rodriguez et al., 2008 para
paulistinhas, Danio rerio. Finalmente, os peixes retornaram aos aquarios e a
mortalidade foi registrada durante 12 dias. Os animais foram avaliados
diariamente para verificacdo de alteracbes comportamentais e
anatomopatologicas, assim como da mortalidade pés-infecgéo.

5.2.3 Bactéria e preparacdo do in6culo bacteriano

Uma cepa patdogena de Aeromonas hydrophila (09AH1) isolada
naturalmente de um surto de doenca em tilapias do Nilo (YUNIS-AGUINAGA et
al., 2016) foi utilizada nas infeccdes experimentais. A cepa foi caracterizada
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geneticamente, para o qual uma massa bacteriana oriunda do cultivo de
colonias puras passou pelo processo de extracdo do DNA, segundo
metodologia do fabricante (“Genomic DNA purification kit -Wizard®”). Apos a
obtencdo do DNA, a amplificacdo do RNA 16S do gene ribossomico foi
realizada de acordo com Sarkar et al. (2012) utilizando os primers direto
(AACCTGGTTCCGCTCAAGCCGTTG) e primer reverso
(TTGCCTCGCCTCGGCCCAGCAGCT). As sequéncias foram analisadas pelo
algoritmo  BLAST  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e confirmadas por
sequenciamento, obtendo-se uma similaridade de 98% com a cepa
CP007518.2 (nimero de acesso).

As bactérias foram mantidas congeladas a -80°C em caldo de
tripticaseina de soja (TSB, Kasvi, Sdo José do Pinhais, Brasil) suplementado
com glicerol a 15% (v / v). Para a reativagao da cepa esta foi cultivada em agar
tripticaseina de soja (TSA, Kasvi) e incubada a 28°C por 24h. A cepa foi
reativada in vivo por meio da inoculagdo intracelomética em lambaris e
posterior reisolamento (trés passagens). As suspensdes bacterianas foram
preparadas transferindo uma Unica colénia de A. hydrophila para tubos Falcon
com 50mL de TSB e reincubadas a 28°C em um agitador bacteriol6gico (New
Brunswick Scientific, New Jersey, EUA). Vinte e quatro horas ap6s a
incubacédo, as suspensdes bacterianas foram centrifugadas (Sorvall Legend
Mach 1.6R, Alemanha) a 10.000 g / 10 min / 4°C, duas vezes. A massa
bacteriana foi ressuspensa em tampao fosfato salino (PBS). A concentracao
bacteriana foi estimada por espectrofotometria e confirmada pela determinacao
de unidades formadoras de colbnias (UFC) a partir de diluicdes seriadas da

cultura original (1,400 densidade 6ptica DOsoo nm- 1.23 x 10°).
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5.2.4 Infeccdo experimental

Os peixes de cada aquéario foram transferidos para béqueres de vidro de
2L contendo 1L de &agua livre de cloro com 45mL de solucédo de A. hydrophila
suspensa em PBS estéril e mantidos submersos por 2h, com aeragado
constante. A seguir, 0s peixes retornaram aos aquarios. NOs grupos nao
infectados, as bactérias foram substituidas por 45mL de PBS estéril. Amostras
de branquias, rim cranial, figado e pele de peixes moribundos foram cultivadas
em placas de TSA e incubadas por 24h a 28°C, em condi¢des de aerofilia para
corroborar a causa da morte. Amostras aleatérias das colbnias bacterianas
foram confirmadas como A. hydrophila por meio de andlises bioquimicas e
moleculares (SARKAR et al., 2012).

5.2.5 Teste de fluoresceina

Os peixes foram anestesiados em solucdo alcodlica de benzocaina
100mg Lt foram colocados em solucdo aquosa com 0,10 mg/mL de
fluoresceina sodica (Ophthalmos, Sé&o Paulo, Brasil) por 15 min.
Posteriormente, os peixes foram colocados em &gua limpa por 2 min.
Finalmente, foram transferidos para sala escura iluminada com luz negra e
fotografados em ambos dos lados contra um fundo preto para a deteccéo e
caracterizacdo das lesGes induzidas pelo manejo brusco com a rede. O
procedimento seguiu o protocolo utilizado anteriormente (MARCUSSO et al.,
2014).

5.2.6 Sobrevivéncia acumulada

A porcentagem de mortalidade acumulada de cada grupo foi avaliada

por 12 dias considerando a formula: [(n® mortes / n° total de animais) * 100]. Os

peixes que sobreviveram e peixes moribundos com sinais clinicos irreversiveis
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foram submetidos a eutandsia por meio de overdose em solucéo alcodlica de
benzocaina (Sigma-Aldrich).
5.2.7 Anélise histopatologica

Fragmentos de branquias, rim cranial, baco, pele e figado foram
coletados de animais sobreviventes a infeccdo e fixados em formalina
tamponada a 10% por 24h, apds esse periodo, as amostras foram preservadas
em alcool a 70% até seu processamento. As amostras foram submetidas ao
processamento histologico de rotina. Assim, o material foi desidratado numa
série de alcoois, clarificado em xilol, incluido em parafina e cortado com
micrétomo semiautomatico em laminas de 5um de espessura. As laminas
foram coradas mediante a técnica de hematoxilina-eosina (H&E). As técnicas
foram executadas seguindo as diretrizes descritas pelos Bancroft & Gambe
(2002). Todas as amostras foram examinadas sob microscépio de luz
(Olympus BX 51, Olympus Corporation, Toquio, Japdo) e as imagens foram
fotografadas usando camera digital (Olympus DP72, Olympus).
5.2.8 Anélise estatistica

Os dados de mortalidade das repeticdes foram plotados como um unico
grupo. As diferencas na sobrevivéncia foram avaliadas pelo método de Kaplan
e Meier e o teste de Log-rank (ManteleCox). As variaveis foram consideradas
significativamente diferentes quando P < 0,05, com um nivel de significancia de
95%. Na analise estatistica utilizou-se o software estatistico GraphPad Prism 5
(GraphPad Software, San Diego, EUA).

5.3RESULTADOS

Houve crescimento bacteriano em todos os tecidos de peixes

moribundos avaliados: branquias, figado, rins e pele; independentemente do
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sexo dos animais e do grupo experimental, a partir das 24h pés infeccdo. As
colénias bacterianas isoladas apresentaram caracteristicas compativeis com a
espécie, redondas com cor creme e halo transparente, com 2-4mm de
didmetro. Bacilos Gram-negativos, catalase e oxidase positivos e com
identificacdo compativel com Aeromonas hydrophila pelo kit Bactray. A

confirmagéo por PCR resultou em 99% de similaridade com esta espécie.

Figura 3. LesOes cutdneas em lambaris manejados com distintos tipos de material de rede e
infectados com A. hydrophila pelo método de banho de imersdo. A.Pele e escamas intatas
(animal nédo infectado) B. Perda de escama e erosé@o da pele (peixe manejado com rede de
polipropileno e infectado, seta branca). C. Erosdao e equimose na nadadeira caudal (seta
branca). Ulcera hemorragica (seta preta) (manejado com rede de nylon e infectado). D. Ulcera
(seta preta) (peixe manejado com rede de polipropileno e infectado). Barra 1 cm.

Diferentes graus de lesbes cutaneas incluindo perda de escamas,
erosdes e equimose foram evidenciadas em animais com morte recente (Fig.
3). Na histopatologia dos animais sobreviventes observaram-se Ulceras e
hemorragia na pele; nas branquias, os animais apresentaram congestao,
hemorragia e perda de lamelas secundarias; no figado, observou-se

congestdo, hemorragia e degeneracao hidropica (Fig. 4). Em outros érgaos,

como baco e rim, ndo foram evidenciados maiores alteracdes histopatoldgicas.
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Figura 4. AlteracBes histopatolégicas em A. altiparanae sobreviventes a infec¢@o experimental
via banho com A. hydrophila. (A) Pele. Solugdo de continuidade do epitélio e hemorragia. Barra
200 pm. (B) Figado. Leve congestdo da veia central e leve degeneracéo hidrdpica. Barra 100
pm (C). Branquias. Moderada a severa congestéo. Barra 20 um. Coloragdo H&E.

Peixes manipulados com a rede de nylon, tanto fémeas quanto machos,
apresentaram les6es na maior parte da superficie do corpo. No caso dos
animais manejados com redes de polipropileno e polietileno, os danos a pele
foram restritos apenas a algumas éareas do corpo (fémeas e machos).
Finalmente, o grupo controle, manipulado sem rede, n&do apresentou sinal de

perda da integridade da pele durante o teste da fluoresceina (Fig. 5).
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Figura 5.Padrdes de integridade cutinea detectada pelo teste de fluoresceina em A.
altiparanae imediatamente apés o manuseio com diferentes tipos de materiais de rede de
captura (A) Nylon. (B) Polipropileno. (C) Polietileno. (D) Grupo manejado sem rede. A
esquerda, peixe sob luz regular, a direita, peixe sob luz preta.

Nenhum dos grupos néo infectados (injetados com PBS) apresentou
mortalidade ou sinais clinicos e foram excluidos da tabela de sobrevivéncia
(dados nao mostrados). Para o0s resultados, 0s grupos experimentais
apresentam-se da seguinte forma: T19-T1 & rede de nylon; rede de
polipropileno T29-T2J; rede de polietileno T39-T3J; e T42-T4 & manipulado a
ma&o sem uma rede.

A porcentagem de sobrevivéncia foi calculada, baseado na mortalidade
acumulada até o dia 12 apés desafio, alcangcando 50% no grupo T12-T1 &,
87,5 nos grupos T22-T27, 93,75 no grupo T3J e 100% nos grupos T3%, T42,
T4 4. Os animais manipulados com rede de nylon e infectados apresentaram
maior mortalidade e sobrevivéncia significativamente menor em relacdo aos

grupos restantes (p <0,05). A sobrevivéncia nos grupos manipulados com as
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redes de polipropileno e polietilieno foram semelhantes ao grupo controle
manuseado sem rede. Em nenhum dos casos, foram observadas diferengas

estatisticas na sobrevivéncia associadas ao sexo (p> 0,05) (Fig. 6).
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Figura 6.Sobrevivéncia de A. altiparanae manipulados com diferentes tipos de rede e apés
desafio por imersdo com A. hydrophila por 12 dias. T12-T1 & (rede de nylon), T22-T2 & (rede
de polipropileno), T3Q-T3 (rede de polietileno), T42-T4 & (manuseado sem rede).

5.4DISCUSSAO

O manuseio dos peixes com rede durante a despesca pode resultar em
danos a pele, perda de muco e escamas, atraso no crescimento, infeccao e
morte em varias espécies. As lesbes nos peixes podem ser causadas por
interacbes com a estrutura da rede, outros peixes na rede e por esmagamento
com a biomassa ou detritos na rede (DAVIS & OTTMAN, 2006).

No presente estudo, o lambari do rabo amarelo mostrou sensibilidade
cutanea ao tipo de rede, ja que peixes expostos a qualquer dos tratamentos

com rede exibiram algum grau de lesdo na pele. Estudos na pesca esportiva,
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do tipo pesque e solta, com percas-sol de guelras azuis, Lepomis macrochirus,
mostraram que peixes enganchados no anzol e manuseado na méo,
apresentaram menor dano a pele e mortalidade do que aqueles enganchados e
manipulados por diferentes tipos de rede durante 30 segundos (BARTHEL et
al., 2003). Entretanto, nem todas as espécies de peixes apresentam o mesmo
grau de sensibilidade ao manejo com rede. Colotelo & Cooke (2011) relataram
que nem a malha de nylon com presenca de nds, nem a malha de borracha
induziram danos significativos no achiga, Micropterus salmoides, mantidos em
redes de captura por 30s. Enquanto que, danos epiteliais extensos foram
observados no ldcio, Esox lucius mantidos nas mesmas condi¢cdes
(COLOTELO & COOKE, 2011).

Diferencas na perda de escamas, perda de muco e integridade da pele
induzidas pelas redes em diferentes espécies provavelmente podem ser
explicados pelas diferencas no comportamento de cada espécie, sendo maior
em espécies mais musculares ou selvagens, com reacdes exageradas de fuga
(LIZEE et al., 2017). Outro fator que poderia explicar a sensibilidade de A.
altiparanae aos procedimentos de compensacéao € o tamanho pequeno e o facil
desprendimento das escamas desta espécie.

Os danos corporais causados pela friccdo contra a tela de nylon e o fato
de o nylon ser material mais abrasivo que o polipropileno e o polietileno
explicam a maior extensao de lesbes observadas neste grupo. Cooke & Hogle
(2000) descreveram lesGes e mortalidade a curto prazo no robalo (Micropterus
dolomieui) ap6s manté-los em redes de nylon. Um estudo descritivo sobre
lesBes detectadas pelo teste de fluoresceina na pele de Lepomis macrochirus

submetidos a manejo com rede por 30 segundos, verificaram que o0 nylon sem
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nés era mais prejudicial que a borracha ou a malha de polipropileno com nés
finos (BARTHEL et al., 2003). Porém, as conclusdes deste trabalho ndo foram
claras, pois as diferencas podem estar relacionadas tanto a presenca de nos
na rede quanto ao tipo de material da malha, razao pela qual para este tipo de
experimentos recomenda-se trabalhar com malhas de formato semelhante,
mudando apenas o material da mesma. Pesquisas recentes relataram que em
trutas de salgueiro, Salvelinus fontinalis, submetidas a pesca recreativa de
captura e liberacéo, a retencao durante 1h em redes de malha de nylon induziu
perda de escamas e de muco mais intensas que as redes de borracha ou
polipropileno (LIZEE et al., 2017).

A camada epitelial fornece protecao fisica e secreta muco, ativando
fatores imunes como lisozima, imunoglobulinas e proteinas do complemento
em resposta a uma lesdo na pele ou infec¢cdo por patdégenos (SHEPHARD,
1994). A importancia de um tegumento integro foi apreciavel nos lambaris nao
manipulados com rede e infectados, que apesar de estar submetidos a doses
altas de bactéria ndo apresentaram mortalidade alguma, sugerindo papel
primordial da integridade epitelial na infeccdo por A. hydrophila no lambari do
rabo amarelo. Estudos analogos no salmao do Atlantico, Salmo salar, infectado
com A. salmonicida, descreveram menor taxa de infeccdo em peixes com
mucosa intacta, em comparacdo com animais com feridas cometidas
artificialmente e peixes com muco da pele removido com toalha de papel
(SVENDSEN et al., 1999). Assim mesmo, 0 manejo prévio com rede aumenta a
suscetibilidade a infeccdo por A. salmonicida no kinguio, Carassius auratus

(DROR et al., 2006). Da mesma forma, o dano a pele provou predispor a
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infeccdo por Flavobacterium columnare durante o desafio por imerséao no bagre
de canal, Ictalurus punctatus (BADER et al., 2006).

Durante o ciclo reprodutivo e a maturagdo sexual dos peixes ocorrem
varias mudancas no sistema imunoldgico, que podem deixar aos animais com
sistema imune débil e por tanto mais suscetivel as doencas (BOWDEN et al.,
2007; SIMKOVA et al.,, 2008). Baghizadeh & Khara, (2015) destacaram
diferengas nos parametros hematolégicos e imunolégicos entre fémeas e
machos de carpa comum, Cyprinus carpio, sugerindo maior suscetibilidade as
doencas. Porém, o presente estudo, difere destas afirmac6es uma vez que nao
houveram diferencas significativas na mortalidade entre machos e fémeas, em
concordancia com outras pesquisas como registrado no peixe-gato do canal
infectado experimentalmente com Edwardsiella ictaluri (PETERSON & DAVIS,
2012) e no medaka Oryzias javanicus infectados experimentalmente
com Streptococcus agalactiae (AMAL et al., 2018). A auséncia de diferencas na
mortalidade apo6s infeccdo € sugestiva de auséncia de diferencas nos
parametros imunoldgicos entre fémeas e machos de lambari, porém maiores
pesquisas neste topico devem ser realizadas.

5.5CONCLUSOES

Estudos relacionados ao uso adequado de redes de captura permitem
garantir o bem-estar dos peixes. Os dados sugerem que o polipropileno e o
polietileno, ao invés da rede de nylon, sdo os melhores tipos de rede para o
manejo de A. altiparanae, com reduzido impacto na integridade do epitélio
cutaneo e na susceptibilidade a A. hydrophila. Recomenda-se aprofundar nas
pesquisas sobre redes de polipropileno e polietileno de varias subtipos (tipo de
nos, diametros dos nds) a fim de estabelecer o tipo de rede mais adequada

para o manejo de lambari.
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6. CAPITULO 2

Influencia da suplementagdao com 17@-estradiol na infeccdo experimental
com Aeromonas hydrophila em Astyanax altiparanae e avaliagcdo da
susceptibilidade de Astyanax altiparanae a infecdo experimental por
imersdo com Aeromonas hydrophila sob diferentes condicdes de
temperatura e pH da agua.

O presente trabalho foi subdividido em dois experimentos, porém o

material biologico, condi¢cdes experimentais, bactéria utilizada e a preparacdo
dos in6culos bacterianos foram analogas nos experimentos e descrevem-se
por Unica vez.

6.1INTRODUCAO

Lambaris € o nome utilizado para diferentes espécies do género
Astyanax, amplamente distribuidas na regido neotropical desde o sul dos
Estados Unidos até o norte da Argentina (FROESE & PAULY, 2013). Estes
peixes sdo comumente utilizados como iscas vivas em pesque e pagues por
pescadores de espécies carnivoras (DA SILVA et al., 2011). O interesse pela
criacdo comercial desta espécie, favoreceu o desenvolvimento de pesquisas
para viabilizar e tecnificar sua producéo, apesar deste interesse, sdo escassos
os estudos referentes a sanidade na producdo. Suspeita-se que uma das
principais doencas que atinge a lambaricultura sdo as septicemias
hemorragicas associadas principalmente a A. hydrophila. Trata-se de um
bastonete moével com flagelos polares, ndo produz esporos, Gram negativa,
nao capsulada, aerdbia e anaerdbia facultativa (STOSKOPF, 1993). Possui
ampla distribuicdo geografica e induz septicemia, caracterizada pela presenca
de ulcerac¢des cutaneas, hemorragias locais, particularmente nas branquias e
opérculos, e distensdo abdominal. Internamente, pode haver acumulo de

liquido ascitico, e lesdes hemorragicas no figado e rins (GARCIA et al., 2009).
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Diversos fatores predispdem os peixes ao estrese diminuindo a resposta
imune e acrescentando a susceptibilidade a doencas. O estresse ambiental é
um dos fatores que levam a surtos das doengas mais comuns na piscicultura
(MARTINS et al., 2009). Esses surtos estdo associados a mudancas rapidas na
temperatura e pH da agua, o que favorece a proliferacdo bacteriana (DAS et
al., 2006; MARCOGLIESE, 2010).

Adicionalmente, a reversdo sexual dos peixes, metodologia
promissoéria no cultivo do lambari decorrente do crescimento mais acelerado
das fémeas poderia causar estresse nos animais. A reversao sexual utiliza
como tratamento o estradiol, o qual € um estrégeno que atua na diferenciagcéo
sexual e mudancgas de sexo, estimulando o desenvolvimento do tecido ovarino
(NAKAMURA et al., 2003; PORTO-FORESTI et al., 2005; SATO et al., 2006).
Entretanto, desconhece-se o efeito da suplementagéo com estradiol no sistema
imune e susceptibilidade a doencas no lambari.

6.2MATERIAL E METODOS
6.2.1 Experimento 1

Influencia da suplementagdo com 17B-estradiol e 0 sexo na infecgéo
experimental com Aeromonas hydrophila em Astyanax altiparanae.

O objetivo deste experimento foi avaliar se a suplementacéo de estradiol
na alimentacao inicial de larvas de Astyanax altiparanae modifica o curso da
infecgéo por A. hydrophila.

6.2.2 Reproducéo e obtencao das larvas

Os reprodutores de A. altiparanae foram mantidos em viveiros
escavados de 200m? no Centro de Aquicultura da Unesp (CAUNESP). Durante
a reproducao em janeiro de 2018, os lambaris aptos para a reproducdo foram

transferidos para o Laboratorio de Reproducdo de Peixes Nativos, distribuidos
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em 3 caixas (10L), numa proporgao de 1:2, sendo 4 fémeas para 8 machos. O
peso total dos reprodutores foi calculado e estabeleceram-se doses de 3-6 mg
kg de extrato bruto de hipéfise de carpa para fémeas e machos, aplicadas em
dose Unica. A temperatura da agua apdés estimulacdo hormonal foi aferida de
hora em hora e a unidade térmica acumulada foi determinada em 270 graus-
horas. As larvas obtidas dessa reproducdo induzida foram mantidas em
incubadoras até o terceiro dia pés eclosao — dpe.
6.2.3 Peixes e condi¢cdes experimentais

Larvas de A. altiparanae (4 dpe) foram distribuidas aleatoriamente em
trés tratamentos (quatro repeticées) e alimentadas por 15 dias com nauplios de
Artemia sp. suplementados com o hormdnio 17B-estradiol, contendo os
seguintes tratamentos: T1: 0 mg; T2: 2 mg; T3: 4 mgL! de 17B-estradiol, quatro
vezes ao dia até a saciedade aparente, 0os microcrustaceos foram mantidos em
agua salina. Ap6s o periodo de 15 dias, os nauplios foram substituidos por
racdo comercial (Nutripiscis, 45% proteina bruta) suplementada com o
horménio, mantendo os mesmos tratamentos, os peixes foram alimentados
quatro vezes ao dia durante 40 dias, até a saciedade aparente. Depois deste
periodo, os peixes foram mantidos em aquarios de vidro nas mesmas
condicBes descritas no capitulo | e receberam alimentacdo comercial sem
adicdo de hormdnio até o inicio do experimento (infeccao experimental).
6.2.4 Delineamento experimental

Lambaris com peso médio 4,29 + 1,81g, e comprimento médio 5,46 +
0,61 cm, foram distribuidos em seis grupos, considerando o sexo (fémeas e
machos) e a suplementacdo com 17B-estradiol, a sexagem foi realizada com

base nas caracteristicas na ponta da nadadeira anal que apresenta aspecto
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aspero facilmente sentido pelo tato nos machos (VALLADAO et al., 2018). T1:
machos sem suplementacdo hormonal, T2: fémeas sem suplementacdo
hormonal; T3: machos suplementados com 2 mg de 173-estradiol T4: fémeas
suplementados oralmente com 2 mg de 17B-estradiol. T5: machos
suplementados com 4 mg de 17B-estradiol T6: fémeas suplementadas com 4
mg de 17B-estradiol. A infeccao foi realizada por imersdo em solugéo diluida de
A. hydrophila em todos os grupos, os animais foram manejados com rede de
nylon na superficie da agua e agitados com movimentos por 30s. Grupos
controle foram usados para todos os tratamentos, os quais receberam banho
em solucdo de agua livre de cloro ndo estéril misturada com 45mL de PBS
estéril, porém ndo houve mortalidade ou sinais clinicos associados em nenhum
deles (dados ndo apresentados). Os sinais clinicos e a mortalidade foram

avaliados por 12 dias. O delineamento experimental detalha-se na (Fig. 7).
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Figura 7.Desenho experimental do segundo experimento: Astyanax altiparanae suplementados
com diferentes concentragbes de 17@-estradiol e infectados experimentalmente com
Aeromonas hydrophila.
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6.2.5 Experimento 2.

Avaliacdo da susceptibilidade de Astyanax altiparanae a infecdo
experimental por imersdo com Aeromonas hydrophila sob diferentes
condicdes de temperatura e pH da agua.

6.2.6 Delineamento experimental

Experimento temperatura

Este experimento foi realizado com um total de 256 lambaris A. altiparanae,
com peso médio 3,98 + 1,20 g e comprimento médio 4,30 £ 0,41. Os peixes
foram distribuidos em quatro grupos experimentais de 16 animais cada, em
duplicata: Grupo T1: 21°C; T2: 25°C; T3: 29°C; T4: 33°C (animais infectados
com bactéria). As temperaturas dos diferentes grupos foram escolhidas
levando em consideracdo os valores ideais de temperatura para lambari
propostos por Porto-Foresti, et al. (2005) e adicionando temperaturas fora da
faixa de conforto.

Para o controle da temperatura de cada um dos aquarios foram
utilizados termostatos regulados a diferentes niveis em sala climatizada. O pH
da &gua foi mantido constante 7-7,4. Como grupos controle foram considerados
0S mesmos tratamentos, mas sem adicdo da bactéria, sendo substituida por
PBS estéril. A infeccdo foi realizada por imersdo em todos os grupos (1L de
agua com 45mL de A. hydrophila diluida em PBS (1,780 densidade Optica
DOsoonm). Também foram realizados grupos controle para todos os tratamentos,
porém nao houve mortalidade ou sinais clinicos em nenhum deles (dados nao

apresentados). A mortalidade apds desafio foi avaliada por 12 dias.

Experimento pH
Foram utilizados alevinos de lambari do rabo amarelo, Astyanax

altiparanae distribuidos em 4 grupos experimentais de 16 animais cada, em
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duplicata. Para a manipulagdo do pH da &gua foi utilizado &cido cloridrico
(HCL) e hidréxido de aluminio. Os grupos foram conformados da seguinte
maneira: Grupo T1: pH 5; T2: pH 6; T3: pH 7; T4: pH 8 (animais infectados com
bactéria), a temperatura foi mantida constante: 28°C. Os valores de pH
escolhidas para os diferentes grupos foram levando em consideragdo o0s
valores adequados para lambari propostos por Porto-Foresti, et al. (2005) e
adicionando pH fora da faixa de conforto.

Como grupos controle foram considerados os mesmos tratamentos,
porém sem adicao da bactéria, sendo substituido por PBS estéril. A infeccao foi
realizada por imersdo em todos os grupos (1L de agua com 45mL de A.
hydrophila diluido em PBS (1,780-1,790 densidade 6ptica DOsoonm). Também
foram realizados grupos controle para todos os tratamentos, porém nao houve
mortalidade ou sinais clinicos em nenhum deles (dados ndo apresentados). A
mortalidade apds desafio foi avaliada por 12 dias.

6.2.7 Bactéria, preparagado do inoculo.

Uma cepa patégena de A.hydrophila (09AH1) isolada naturalmente de
um surto de doenca em tilapias do Nilo (YUNIS-AGUINAGA et al., 2016) foi
utilizada nas infeccdes experimentais. A cepa foi caracterizada geneticamente,
e confirmadas por sequenciamento, alcancando 98% de similaridade de 98%
com a cepa CP007518.2 (nimero de acesso).

As bactérias foram mantidas congeladas a -80°C em caldo de
tripticaseina de soja (TSB, Kasvi, Sdo José do Pinhais, Brasil) suplementado
com glicerol a 15% (v / v). Para a reativagcédo da cepa esta foi cultivada em agar
tripticaseina de soja (TSA, Kasvi) e incubada a 28°C por 24h. A cepa foi

reativada in vivo por meio da inoculagdo intracelomatica em lambaris e
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posterior reisolamento (trés passagens). As suspensdes bacterianas foram
preparadas transferindo uma unica col6nia de A. hydrophila para tubos Falcon
com 50mL de TSB e reincubadas a 28°C em um agitador bacteriologico (New
Brunswick Scientific, New Jersey, EUA). Vinte e quatro horas apls a
incubacéo, as suspensdes bacterianas foram centrifugadas (Sorvall Legend
Mach 1.6R, Alemanha) a 10,000 g / 10 min / 4°C, duas vezes. A massa
bacteriana foi ressuspensa em tampéo fosfato salino (PBS). A concentracao
bacteriana foi estimada por espectrofotometria e confirmada pela determinacao
de unidades formadoras de colbnias (UFC) a partir de diluicbes seriadas da
cultura original, para o experimentol (1,380 densidade Optica DOsoonm-1,13 %
108 UFC mL™Y), experimento 2 (1,780 densidade optica DOsoonm-5%10°).
6.2.8 Infeccéo experimental

Os peixes de cada grupo foram transferidos para béqueres de vidro de
2L contendo 1L de agua livre de cloro com 45mL de solugdo de A. hydrophila
suspensa em PBS estérii e mantidos submersos por 2h, com aeracéo
constante. A seguir, 0S peixes retornaram aos aquarios. Nos grupos nao
infectados, as bactérias foram substituidas por 45mL de PBS estéril. Amostras
de branquias, rim cranial, figado e pele de peixes moribundos foram cultivadas
em placas de TSA e incubadas por 24h a 28°C, em condicfes de aerofilia para
corroborar a causa da morte. Amostras aleatérias das coldnias bacterianas
foram confirmadas como A. hydrophila por meio de analises bioquimicas e
moleculares.
6.2.9 Exame clinico, alteracdes macroscopicas

Os animais foram avaliados permanentemente ao longo do experimento,

para verificar possiveis alteracées macroscopicas e de comportamento clinico.
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6.2.10 Sobrevivéncia acumulada

A porcentagem de mortalidade acumulada de cada grupo foi avaliada
por 12 dias considerando a férmula: [(n° mortes / n° total de animais) * 100]. Os
peixes que sobreviveram e peixes moribundos com sinais clinicos irreversiveis
foram submetidos a eutanasia por meio de overdose em solucdo alcodlica de
benzocaina (Sigma-Aldrich).

6.2.11 Avaliacdo microbioldgica

Amostras de branquias, rins, figado e pele de animais moribundos foram
semeadas em placas de TSA e incubadas por 24h a 28°C, em aerofilia
(NIELSEN et al., 2001). Amostras aleatdrias das coldnias bacterianas tipicas
foram confirmadas como A. hydrophila por testes bioguimicos e moleculares.
6.2.12 Histopatologia

Fragmentos de branquias, rins, bago e figado foram coletados, fixados
em solucéo de formalina tamponada por 24h e posteriormente transferidos para
etanol a 70%. Estas amostras foram submetidas a processamento histolégico

como descrito no experimento 1.

6.3RESULTADOS

6.3.1 Primeiro experimento

As alteracdes macroscopicas causadas pelo desafio com A. hydrophila
iniciaram 24h apés banho de imersdo. Os peixes apresentaram aumento na
secrec¢do de muco, erosdes, Ulceras e purpuras hemorragicas na pele (Fig. 8-
A), assi como figado palido (Fig. 8-B). Também observou-se congestdo de

branquias e areas de necroses (Fig. 8-C).
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Figura 8. Alteracbes macroscépicas de Astyanax altiparanae desafiadas com Aeromonas
hydrophila. (A) Lesbes ulcerativas e hemorragicas. (B) Figado palido (seta branca). (C)
Branquias area de necrose (seta branca). Barra 1 cm.

A porcentagem de sobrevivéncia foi calculada 12 dias apds o desafio,
sendo 81,75% no tratamento T3J, 68,75% nos tratamentos T13 e T52, 50,0%
no tratamento T49, 31,25% no tratamento T69, e 25.0% no tratamento T29,
(Tabela 1). As fémeas apresentaram taxa de sobrevivéncia significativamente
menor do que os machos (P<0,05) quando comparadas nos trés tratamentos
(T1-T3-T4). A mortalidade nas fémeas se estabilizou no sétimo dia para o
tratamento T2, no sexto dia para o tratamento T6 e no quinto dia para o
tratamento T4. Nos machos a mortalidade ficou estavel a partir do quinto dia
para o tratamento T1, no quarto dia para o tratamento T5 e no terceiro dia para
o tratamento T3 (Fig. 10). N&o houve diferenca significativa entre os trés

tratamentos do mesmo sexo (P >0,05).
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Tabela 1. Sobrevivéncia de Astyanax altiparanae apés suplementagcao com estradiol e desafio
bacteriano.

Grupo  Mortalidade Sobrevivéncia

Acumulada acumulada (%)
(%)

T14 31,25 68,75

T29 75,00 25,00

T34 18,75 81,25

T49 50,00 50,00

754 31,25 68,75

T6Q 68,75 31,25

Na histopatologia dos animais sobreviventes observaram-se Ulceras e
hemorragia na pele, assim como infiltrado inflamatério na derme e camada
muscular (Fig. 9-A). No intestino observou-se hiperplasia de células
caliciformes e infiltrado inflamatorio (Fig. 9-B). No figado, observou-se leve a
moderada congestdo, hemorragia e degeneracdo hidrépica (Fig. 9-C).
Finalmente, nas branquias, os animais apresentaram moderada a severa

congestéao (Fig. 9-D), leve hemorragia e leve perda de lamelas secundarias.

64



Figura 9. AlteracGes histopatolégicas em A. altiparanae sobreviventes a infeccdo experimental
via banho com A. hydrophila. A. Pele: Infiltrado inflamatério na derme e musculo (setas), B.
Intestino: Hiperplasia de células caliciformes(*) e infiltrado inflamatério (setas), C. Figado:
congestdo da veia central(*) e degeneracdo hidrépica (setas), D. Branquias: Congestédo de
lamelas branquiais (setas). Coloragcdo H&E.
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Figura 10. Sobrevivéncia 12 dias apds desafio por imersdo com A. hydrophila em lambaris de
rabo amarelo suplementados com diferentes quantidades de 17B-estradiol. Grupo T12-T1 & (0
mg kg?), T29-T2 (2 mg kg?), T39-T3 (4 mg kg1).

6.3.2 Segundo experimento

O tratamento mantido a 21°C alcancou mortalidade de 31,25%,
enquanto que o0s grupos mantidos a 25, 29 e 33°C obtiveram mortalidade
acumulada de 6,25; 18,75 e 50% respectivamente. A menor taxa de
sobrevivéncia foi do grupo mantido a 33°C e a maior a do grupo mantido a
25°C (Fig. 11), com diferenca significativa na sobrevivéncia acumulada apés
infeccdo entre ambos (p=0,0060). N&o foram observadas diferencas
significativas entre o0s grupos restantes. A mortalidade iniciou 24h apés
infeccdo no grupo mantido na temperatura mais alta e as 48h nos grupos
restantes. A mortalidade se estabilizou entre os dias 5 e 9 apds infeccdo em

todos os grupos.
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Figura 11. Sobrevivéncia de A. altiparanae mantidos sob diferentes temperaturas ap6s desafio
por imersdo com A. hydrophila por 12 dias. Grupo T1: 21°C; T2: 25°C; T3: 29°C; T4: 33°C.

No experimento referente ao pH da agua foi observado que os peixes
mantidos em pH 5 ndo apresentaram mortalidade apds infeccao, enquanto que
0S grupos mantidos em pH 6, 7 e 8 alcangaram taxas de mortalidade
acumuladas de 12,5; 6,25 e 37,5% respetivamente. A menor taxa de
sobrevivéncia foi do grupo sob pH 8 e a maior a do grupo com pH 5 (Fig. 12),
porém nao houve diferenca estatistica (apdés correcdo do valor de P para
comparacdes multiplas P=0,0083) na sobrevivéncia acumulada apés infeccdo
entre ambos (P=0,0095). Adicionalmente ndo foram observadas diferencas
significativas entre o0s grupos restantes, com valores de P foram muito

superiores (P>0,044).
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Figura 12. Sobrevivéncia de A. altiparanae mantidos sob a diferentes pH da agua apo6s desafio
por imersdo com A. hydrophila por 12 dias. Grupo T1: 5 pH; T2: 6 pH; T3: 7 pH; T4: 8 pH.

6.4DISCUSSAO

6.4.1 Experimento 1
As lesBes macro e microscopicas observadas podem ser atribuidas aos

diversos fatores de viruléncia da bactéria (BOIJINK & BRANDAO, 2001;
TOMAS, 2012). Toxinas hemoliticas e proteoliticas da A. hydrophila produzem
ruptura capilar, resultando nesse tipo de lesBes necrohemorragicas
(STOSKOPF, 1993; THUNE, 1993; PAVANELI et al.,, 1998). Os disturbios
circulatérios encontrados nos lambaris infectados com A. hydrophila s&o
achados tipicos em peixes tropicais natural ou experimentalmente infectados
(STOSKOPF, 1993; BARCELLOS et al.,, 2008; CLAUDIANO et al.,, 2019;

MARINHO-NETO et al., 2019).

Neste estudo constatou-se que 24h apos do banho por imersé&o foi possivel

isolar a bactéria em pele, branquias, figado e rim cranial de peixes moribundos. A.

hydrophila distribui-se rapidamente pelo organismo apés infec¢cdo experimental,

como descrito por Marinho-Neto et al. (2019) no isolamento de A. hydrophila 9h

apos infeccdo via intraperitoneal em 100% dos tecidos isolados de pacus, e
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inclusive sendo detectada 1h apds infeccdo em baixas porcentagens no baco e no
rim.

A répida dispersdo da bactéria, somada aos fatores acima citados,
explicam as alteracdes degenerativas e circulatorias observadas na histopatologia
deste estudo. Nos lambaris infectados via banho observaram-se sinais clinicos e
lesbes semelhantes relatados para infeccfes naturais e experimentais por A.
hydrophila em outros teledsteos tropicais, como tilapia do Nilo (YUNIS-
AGUINAGA et al., 2016), jundia, Rhamdia quelen, (DE LIMA et al., 2001;
BARCELLOS et al., 2008), matrinxa, Brycon amazonicus, (OLIVEIRA et al., 2011),
betas (HONORATO et al., 2014) e pacu, Piaractus mesopotamicus (CLAUDIANO
et al., 2019; MARINHO-NETO, 2019). Este estudo é o primeiro que descreve as
lesBes histopatologicas apos desafio por imersdo com A. hydrophila no lambari de
rabo amarelo.

Diversos fatores afetam a resposta imune dos peixes. No segundo
experimento, foi observada diferenga estatistica na sobrevivéncia entre machos
e fémeas, fato que poderia ser explicado pelos eventos reprodutivos diferentes
entre machos e fémeas como a maturagéo de ovécitos nas fémeas. Evento que
demanda elevado gasto de energia e nutrientes em detrimento de outras
fungcbes como o sistema imune. O elevado valor do gasto energético foi
confirmado em Oreochromis niloticus confirmando-se que 0s requisitos de
energia e proteina total para a manutencdo e custo da composi¢cao corporal
das fémeas, além da quantidade e do conteudo dos ovos € maior do que 0s
machos (LUPATSCH et al., 2010).

Neste experimento também foi perceptivel tendéncia ao incremento na

mortalidade nas fémeas de lambaris suplementadas com doses maiores de

69



17B-estradiol, o que poderia estar relacionado aos efeitos imunossupressores
do estradiol. Niveis baixos de estrogénios nos peixes podem estimular a
resposta imune e pelo contrario niveis altos de estrogénio atuam como
imunossupressores (SZWEJSER et al., 2017). Wenger et al. (2011)
descreveram menor capacidade na ativacdo da resposta imune e menor
sobrevivéncia em trutas alimentadas com 20 mg E2/kg por 2 semanas a curto
prazo de 17-B estradiol e posteriormente desafiadas com Yersinia ruckeri. A
suplementacao com estradiol provou interferir negativamente nos niveis de IgM
no plasma de douradas injetadas com estradiol e desafiadas com Edwardsiella
ictaluri (CUESTA et al., 2007).

6.4.2 Experimento 2

A zona de conforto térmico dos lambaris encontra-se na faixa de 25 a
28°C (PORTO-FORESTI et al., 2005). Peixes mantidos fora da sua faixa de
conforto térmico sofrem estresse, que afeta processos celulares e defesa
humoral, principalmente agueles que dependem de energia metabdlica (BALM,
1997), causando imunossupressao. No presente experimento foi observado
que lambaris infectados com A. hydrophila e mantidos nas temperaturas mais
altas apresentaram maior letalidade provavelmente explicadas pela
imunossupressao causada pela liberacdo de cortisol produto do estresse
térmico (FRASCA-SCORVO et al., 2001; BELO et al, 2005, 2012).

Exposicdo cronica as temperaturas altas, ndo letais, afetam os
parametros imunolégicos tais como a atividade fagocitica de macréfagos como
observado em kinguios, Carassius auratus infectados com A. hydrophila e
mantidos em distintas temperaturas da agua (RAHMAN et al., 2001).

Adicionalmente, a temperatura da agua tem mostrado regular a ativacdo de
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leucdcitos sanguineos e do baco apds desafio com Aeromonas salmonicida em
trutas arco-iris Oncorhynchus mykiss (KOLLNER & KOTTERBA, 2002). Assim,
suspeita-se, que de forma analoga aos experimentos citados, as altas
temperaturas podem ter induzido uma queda na resposta de diversos
pardmetros da imunidade innata nos lambaris, que contribuiu com a
exacerbada mortalidade. Entretanto, estes dados ndo foram corroborados no
presente estudo.

Por outro lado, a temperatura de cultivo bacteriano modifica a expressao
de proteinas na parede celular de A. hydrophila, fato corroborado em isolados
de humanos e peixes (MATEOS et al., 1993; RAHMAN et al., 2001). Proteinas
de membrana bacterianas conhecidas como OMPs regulam a patogenicidade
das bactérias (BIOSCA & AMARO 1991), desta forma modificagcbes na sua
estrutura induzidas pela temperatura do ambiente podem estar associadas ao o
incremento da sua patogenicidade.

A A. hydrophila é considerada como patdégeno oportunista e é possivel
isold-la na agua de viveiros ou tanques de peixes (PEIXOTO et al., 2012).
Pesquisas in vitro tem mostrado que cepas de A. hydrophila apresentam a
melhor taxa de crescimento em niveis de pH na faixa entre 6.5 e 7.2. No
presente experimento observou-se menor severidade da infeccdo por A.
hydrophila em lambaris mantidos no grupo T1 com menor pH, o que poderia
ser explicado pela menor taxa de crescimento das bactérias em contato com
niveis baixos de pH na agua. Palumbo et al. (1985) mencionaram que o
crescimento da bactéria é retardado em pH 5.5 e as contagens bacterianas
comecgam diminuir em pH 4.5. Adicionalmente, a menor mortalidade no grupo

T1 também poderia ser explicado pelo fato dos peixes serem submetidos a
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menor estresse produto da sua tolerancia a ambientes 4cidos, em comparacéao
dos ambientes alcalinos. Segundo Porto-Foresti, et al. (2005), as condi¢des de
qualidade de &gua de cultivo recomendadas para espécies de Astyanax estdo
na faixa de 6,5 a 8,0. Pelo contrario, o grupo T4 mantido sob pH 8 apresentou
maior mortalidade, provavelmente devido a altera¢cdes na funcao respiratoria
dos peixes induzidas em ambientes alcalinos (Das et al., 2006). Wood (2001)
observaram que peixes expostos em ambientes alcalinos, podem sofrer
distarbios no fluxo interno de Na+ e Cl-, devido a inibicdo nas trocas de iones
nas branquias.

6.5CONCLUSOES

Concluiu-se, que a suplementacdo de estradiol nas dietas de lambari de
rabo amarelo interferiu na resposta dos animais apos desafio bacteriano com
A. hydrophila, particularmente na dose mais alta 4mgkg™. Assim, recomenda-
se estabelecer protocolos de feminizacdo para a espécie com doses mais
baixas do horménio a fim de garantizar que popula¢cdes monosexo.

Por outro lado, foi demostrado que lambaris mantidos nas temperaturas e
pH mais altos apresentaram maior mortalidade quando desafiados com A.
hydrophila em condi¢cdes experimentais, o que indica que variagcbes nestes
parametros poderiam comprometer a saude da espécie ter um efeito
imunossupressor, e aumentar a susceptibilidades a infec¢cdes bacterianas

como A. hydrophila.
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ANEXO 1. Certificado da comisséo de ética no uso de animais (capitulo 1)
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CEUA - (;OMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado “Fatores predisponentes na
infeccdo experimental com Aeromonas hydrophila em Astyanax
altiparanae”, protocolo n°® 014773/19, sob a responsabilidade da Prof? Dr?
Julieta Rodini Engrécia de Moraes, que envolve a produgdo, manutengéo e/ou
utilizagdo de animais pertencentes ao Filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
0 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 normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), da FACULDADE DE
CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS, UNESP - CAMPUS DE
JABOTICABAL-SP, em reunigo ordinaria de 14 de novembro de 2019.

Vigéncia do Projeto 30/11/2019 a 30/06/2020
Espécie / Linhagem Astyanax altiparanae | Lambari
N° de animais 600 peixes

Peso / Idade 5g-10g

Sexo Machos e fémeas

Origem CAUNESP

Jaboticabal, 14 de novembro de 2019.

Prof.? Dr.? Fabiana Pilarski
Coordenadora — CEUA

Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias 5
Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n CEP 14884-900 - Jaboticabal/ SP - Brasil
tel 16 3209 7100 www.fcav.unesp.br




ANEXO 2. Certificado da comisséo de ética no uso de animais (capitulo 2)
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CEUA - COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado “Caracterizacdo da infeccdo
experimental por imersao de Aeromonas hydrophila em Astyanax altiparanae
suplementadas oralmente com estradiol”, protocolo n° 11235/18, sob a
responsabilidade da Prof® Dr? Julieta Rodini Engrécia de Moraes, que envolve a
producdo, manutengdo e/ou utilizagdo 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 normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagcdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), da FACULDADE DE
CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS, UNESP - CAMPUS DE JABOTICABAL-

SP, em reunido ordinaria de 06 de setembro de 2018.

Vigéncia do Projeto 01/10/2018 a 01/11/2020
Espécie / Linhagem Lambari (Astyanax altiparanae)
N° de animais 300 peixes

Peso / Idade 5ga10g

Sexo Ambos 0s sexos

Origem CAUNESP

Jaboticabal, 06 de setembro de 2018.

)

Dhnamos (londh

Prof® Dr® Fabiana Pilarski
Coordenadora — CEUA

Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterindrias
Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/in CEP 14884-900 - Jaboticabal/ SP - Brasil |
tel 16 3209 7100 www.fcav.unesp.br [
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Influence of hand net mesh type and sex on experimental infection with m
Aeromonas hydrophila in Brazilian native fish Astyanax altiparanae

Norguis Caled Alvarez-Rubio®, Jefferson Yunis-Aguinaga®, Daniel L Cala-Delgado®,
Vietor Alexander Cueva Quirez”, Bruno Luls Miani Verri®, Fernando Carlos Ramos Espinoza”,
Julieta Rodini Engrécia de Moraes™"*
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ARTICLE INFOQ ABSTRACT

Farmed flsb are persanently exposed 1o management procadaes soch 05 neding that con resalt in swess, sidn
o es and satwega et secondary inder Goss. The type of meslh maerial con modula e Se magn isde of Deging
injpary, yetdere b soarce indorma on an this iopde for aguac abere species. The adm of s stady ws o embae
ke indl wemoe of me msmerial oo egperime nml inder ton by Asramonas fydropdila weing mabe and female Asgramy
aidparanie, yelownil wwa, & an indeorion model Twobandnad and fifry sivA. altporanme were dieritenad inn
16 grows considering sex, fpes of o mawril (oylon, pdppopplens, polyabyless, and a comrod group
bz vel oo me ), amed e ersion chiall enge with A, fydmphile. Pricr © infergon, fish wereanesbeszed and
satanited 1o nesng for 30 5 enediaely, a foonesce in bash was applied wnder UV Hghtto daect sivn besiors.
Lawez, fish were infeced by im e in diaed bacerial scbaion, while conrol groups were im-
mered in serde FES. 11 was verifled S de flsh handed with oylon ne mesh showed mom exend w lesices
ke grovpe bandl ad with polypropylane and polyedylens nas Survial afer infeorion wis siged fioamly bower
in fish peevicsly banded with oylon e when compared o all ofer groups, while no di flerences vwere found
between polypropylme, polyediplene nes or fsh banded by hand There wis no gender indloen ce o besions or
momality. it was conchaded thar yellowrad vam & sessidwe 1o nesng and pdypropylene and polyebylame
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injpasies St could serve s gEeways oo oppononin prbogers sach as A, kpdrophils

Eepwinis
Lt gt

Blave Sh
Bacnerial infertina
Semdpnimaes
Fuormesn

whom ol B,

1. Intraduction

Farmed fish are comnstandly exposed 0 a variety of management
procedures, such as netting, holding, transporting, air exposure and
canfinement that may compromised fish homeostasis (Dror et al,
2006). Metting induces a pronounced stress response (Brijs =t al_, 2019)
and can result in different degrees of injurie on fish sidin Inomsing the
rigk of ssmndary fungal and bacterial infeations (Conte, 2004 Calotelo
and Coole, 20113

et mesh used in fisheries and aquaculiwre can vary by material,
although the most common types are nylmn, palypropylens, paly
ethylene and thidk rubber {Linde et al, 2018 The type of mesh ma
terial @an modulae the magnitude of netting injuries. Among mesh
material, mylon has proved to induce grea er damage on fish skdn during
net retention mmpared to soft tewtile net (Gallardo et al_, 2010), rubber

ar palypropylene (Barthe et al, 2003; Lide et al, 2018 However,
mast studies on net material are relaied o fisheries with long netting
tmes, while there & scarce information for aquacubure or shorter
jprocedures.

Ekin damage such as induced by netting is often grossly visible and
thus easily identified, however fish sidn an beoome vl erated without
displaying any obvioes signs of damage (Calotella & Coake, 20113
Fluarescein, a ydlow, relative nontade vital dye, can penstrate da
maged epithelum without binding oo intact tssues (Bantleit et al,
1996 ). This dye has been used to detect damage on fish sidn before it is
visible to the naked eye for salmonids and other farmed species with
surgical skdn imjuries (Moga and Udomkusonsrd, 2002}, freshwater spant
fish species with natting injuries {Caolowllo & Cooke, 2011) and for
pacy, Ploraces mesopoimicus experimentally infeated with A hydro
phila (Marcuseo et al., 2014
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