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Abstract

Argyrosomus regius is an emergent specie in aquaculture with limited knowledge
of the timing of appearance and development of its immune system during ontogeny
development, important to prevent disease outbreaks. The first step is to determine the
appearance of the lymphoid organs, so that prophylactic measures can be applied, thus
individuals acquire resistance instead of tolerance. This study evaluated the appearance
of lymphoid organs in meagre larvae reared at two different temperatures (15+0,7 and
18+0,5°C). The larvae were obtained from a natural spawn of F1 meagre broodstock
maintained in the IPMA’s (Portuguese Institute for the Sea and Atmosphere) Aquaculture
research station (EPPO). The larval rearing was performed in cylindroconical tanks, in
duplicate with an initial density of 26 larvae L. The photoperiod was 14h-10h light-dark
and the water renewal started at 15%.h! increasing up to 40%.h* with larval growth and
development in an open system. The green water method was applied with a mix of two
microalgae, Nannochloropsis oculata (No) and Isochrysis galbana (Tiso). From 3 days
post hatching (DPH) to 10 DPH, the larvae were fed with rotifers (Brachionus spp.).
Artemia was provided since 8 DPH and the inert feed was introduced at 9 DPH. Both,
rotifers and Artemia were enriched with RedPepper ® (Bernaqua TM) before provided.
Larvae samples were collected daily for total length (mm), dry weight (mg) and histology.
After 20 DPH, larvae presented a higher total length and dry weight (6,67+0,56mm;
0,56+0,06mg) in the 18°C treatment compared with the larvae from 15°C treatment
(4,77+0,38mm; 0,12+0,04mg). The appearance sequence of lymphoid organs was as
follows: head kidney (0 DAE), spleen (6 DAE) and thymus (8 DAE) at both rearing
temperatures. So, the temperature tested affect the growth of larvae but did not influence

the appearance of lymphoid organs, head kidney, spleen and thymus.

Key-words: aquaculture, marine fish larvae, immune system, head kidney, thymus,

spleen
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Resumo

Argyrosomus regius €é uma espécie emergente em aquacultura com
conhecimento limitado do tempo de aparecimento e desenvolvimento de seu sistema
imunolégico durante o desenvolvimento ontogénico, o que é importante para prevenir
surtos de doencas. Assim, 0 primeiro passo € determinar o aparecimento dos 6rgaos
linfaticos, de modo a que possam ser aplicadas medidas profilaticas, para que os
individuos adquiram resisténcia ao invés de tolerancia. Este estudo avaliou o
aparecimento de 6rgaos linfaticos em larvas de corvina cultivadas a duas temperaturas
diferentes (15 + 0,7 e 18 + 0,5°C). As larvas foram obtidas a partir de reprodutores F1,
mantidos na estac¢do de Piloto de Piscicultura de Olh&o (EPPO) pertencente ao IPMA
(Instituto Portugués do Mar e Atmosfera). O cultivo larvar foi realizado em tanques
cilindrocénicos, em duplicados, com densidade inicial de 26 larvas L. O fotoperiodo foi
de 14h-10h dia-noite e a renovacdo da dgua comecou em 15%.h, aumentando para
40%.ht em sistema aberto. Também foi aplicado o método da 4gua verde adicionando
uma mistura de duas microalgas Nannochloropsis oculata (No) e Isochrysis galbana
(Tiso). Dos 3 dias ap6s a eclosao (DAE) até 10 DAE, as larvas foram alimentadas com
rotiferos (Brachionus spp.). A artemia sp. foi fornecida desde 8 DAE e a alimentacao
inerte foi introduzida a 9 DAE. Ambos, rotiferos e Artémia, foram enriquecidos com
RedPepper ® (Bernaqua TM) antes de serem fornecidos as larvas. A amostragem larvar
foi realizada diariamente para biometria (comprimento total (mm) e peso seco (mg)) e
histologia. Aos 20 DAE as larvas apresentaram maior comprimento total e peso seco
(6,67+£0,56mm; 0,56+0,06mg) no tratamento a 18°C em comparac¢do com as larvas do
tratamento a 15°C (4,77+0,38 mm; 0,12+0,04mg). Em relacdo ao aparecimento dos
orgaos linfaticos, a sequéncia do seu aparecimento foi a seguinte: rim anterior (0 DAE),
baco (6 DAE) e timo (8 DAE) para ambas as temperaturas. Assim, conclui-se que a
temperatura ndo influenciou o aparecimento dos 6rgédos linfaticos, no entanto afetou o

crescimento das larvas.

Palavras-Chave: aquacultura, larvas de peixes marinhos, sistema imune, rim anterior,

timo, baco



Pagina deixada intencionalmente em branco



indice Geral

ADSITACT. ... VIl

RESUMO....ceiiie e e IX

INAICE GIAL......c.eceeeeeeeeeeee ettt neere e, Xl

LISt & FIQUIAS.....ciiiiiiiiiiiiiiiii ettt Xl

LiSta de TaDEIAS......cceiiiiiiiiiee s XV

Lista de ADIEVIATUIAS. ..........eviiiiiiiiee e XVII
I 1 | 10T [UTox=To I o =] =1 PO 1
O O AN (0 )Y/ (0 Y0 ¢ [ T3 =T o 1 1P 3
1.2  Estacao Piloto de Piscicultura de OIN&0...........ccooeeiiiiiiiiiiee e, 4
2. REVISEO da LILEIAtUIA......eeeiiiiiiiiiiiie et e e e 5
2.1 Sistema iMUNItArio A0S PEIXES........uuuieiiiieeeiiiiiiiiiie e e et a e e e r e e e e e e aaes 5
2.1.1. SiStemMa iMUNE INALO.........cciiiiiiiiiii i 5
2.1.2. Sistema imune adaptatiVo ............cooiiiiiiiiiiiii 6
2.2. Orgaos do SiStEMa IMUNOIOGICO ..........ecveeveeeeeeeteeteeteteeete et ete e te st re e 7
2.2. 0. RIM ANEETION .eeiieiiiii ettt et e e e e e et e e e e e e s e e e e e e aaaans 8
p S 1 1o TP PP TP PP PPPPPPPPPPPP 9
2.2.3. BAGO ..ttt a e 10
T @ o= 1Yo TP 13
N \V =1 (oo [o] [0 o | = PP PP PP PPPPPPPPPPP 15
o R © [ o] (=] g o= To o [ 0 1Yo 1 PP PP PPPPPPPPPPP 15
41.1 INCUDAGAD UE OVOS......uiiiiiiiiiiiiiiiettititeeeeteeeebeeeeee sttt seeseensnnnnennes 16
A O ¥ 11110 1 = Y T 16
4.2.1  Meétodo da “agua VErde.............ooeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 17
A N 111 0= o] = o= U L 18
4.3 Procedimento 1aboratorial ..............ovvvvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 19
O T I Y0 4T 1S3 1 = To =T o g I = = | S 19
R B o 1153 (o] (0T 1 = PP PPPPPPPPPPPP 19



4.3.2.1. Desidratacdo e Impregnacao em parafina...........c...ccevvveiiiiiiiiieeeseeeiiceee e, 20

4.3.2.2. Microtomia dos blocos de parafina...........ccccoeeuviiiiiiiiiiiiicc e 21
VI T e T OTo1 (o] = Tox= To e [0 131 (=11 [o [ 1S TS 22
4.3.2.4 Observacao microscépica das [aminas ..........cccccceeiiiiiiiiieiiiiie e 23
4.4, ANALISE ESLALISTICA .....eii it 23
5. RESURAOS. ......cooiiiiiiiii 25
5.1 Biometria das larvas de ArgyroSOmuS reQIUS...........ccuvrrriiiiiiiiiiiiiiiiieieeieeeeeeeeees 25
5.2  Ontogenia dos 6rgdos linfaticos em ArgyroSOMUS regiUsS ...........cccuvvvveeeeeeennanns 26
6. DUSCUSSAO ....eeeeiieeiiiiitte ettt ettt e e e e e e e e e e e a e e e e 31
6.1 Crescimento de larvas de ArgyroSOMUS rEQIUS .......uuueeieeeerreeeiriiiieeeeeeeeeeennnnnnnns 31
6.2  Aparecimento e desenvolvimento dos 6rgaos linfaticos ...........cccoeeeeeeiiiiiiinnnnnn. 33
6.2.1 RIM BINEETION ..eeiieiiiiiee ettt e e e e e e e et e e e e s et n e e e e e e e aaaans 36
0220 2 o SR 38
T T = 7= (o o R PP PTPPPTT 39
7. Conclusdo e Perspetivas FULUIas ... 43
8. Referéncias BilbliografiCas............cccccviiiiiiiii 45
Y 1S (0 TP 51

Xl



Lista de Figuras

Figura 1 — Exemplar da espécie Argyrosomus regius. (Fonte IPMA)........................ 3
Figura 2 —Instalagdes da EPPO. ... ... 4
FIgura 3 — ColEtOr A8 OVOS. ...t eaaeeas 15
Figura 4 — Ovos vidveis de ArgyroSOMUS r€QIUS.......c.uueiuineireie i eteeeeee e eeaeenenns 15

Figura 5 — Incubadora onde foram colocados o0s ovos vidveis (tanque cilindro-cénico
com capacidade para 200L) ........cooiiiii 16

Figura 6 — Tanques de cultivo usados N0 €NSAI0. ...........cccvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeae 16

Figura 7 — Adigdo do mix de duas microalgas, Nannochloropis oculata (No) e Isochrysis

galbana (Tiso) nos tanques de CUIVO. ..o 18

Figura 8 — Esquema do regime alimentar utilizado durante o cultivo larvar de corvina

(ArQYTOSOMUS FEOIUS) .. ettt et ettt et ettt et et e e e e et et et e e et et e e e et e e et e e et eteaeeneneaneens 18
Figura 9 — Aparelho onde foram realizadas a medi¢gdo do comprimento total............ 19
Figura 10— Balanga de precisdo onde foram realizadas as pesagens das larvas....... 19

Figura 11 — Cesta com as cassetes histologicas (a esquerda); processador de tecidos

(Processador Leica TP 1020, & dir€ita) ........ccveiriieiiii i 20
Figura 12 — Dispensador de parafina..............ooooiiiiiiiiii i 21
Figura 13 — BloCOS para MiCrotomia. ........o.ouiiiiiii e 21

Figura 14 — Micr6tomo utilizado para realizar os cortes com uma espessura de

Figura 15 — Banho maria onde foram colocadas as secg¢des finas obtidas ............... 21

Figuralé — Procedimento do método de colocacdo Hematoxilina e Eosina (H&E)

Xl



Figura 17 — Preparacédo definitiva dos tecidos: adicdo do meio de montagem sobre a

lamina (a esquerda) e colocacdo da lamela por cima dos tecidos (a direita)

Figura 18 — Crescimento das larvas de Argyrosomus regius a diferentes temperaturas.
A) Comprimento total (mm) ao longo dos DAE quando comparadas as duas
temperaturas. B) Peso seco (mg) ao longo dos DAE quando comparadas as duas
temperaturas. Os resultados sdo apresentados sob a forma de média + desvio padrao
(DP). O simbolo * representa as diferencas estatisticamente significativas entre as

amostras (t-student, p-value <0,05). ..ottt 26

Figura 19 — Morfologia e desenvolvimento do rim anterior em larvas de corvina
(Argyrosomus regius), H&E. A) 0 DAE: aparecimento do rim anterior (RA), células
hemapoiéticas dispersas, 100x. B) 2 DAE: Rim anterior, aparecimento dos primeiros
tubulos renais, 100x. Aos 12 DAE, o aspeto do rim anterior na temperatura de 15 ° e
18°C, (C) e (D) respetivamente, 400x; Aos 22 DAE, o rim anterior apresenta um menor
namero de tubulos renais a 15°C (E) em relagdo ao numero de tubulos renais
observados a 18°C (F), 400x; Abreviaturas: N — notocorda; RA - rim anterior; RV- reserva

1V/1 (=] (1 F= VR 27

Figura 20 — Morfologia e desenvolvimento do timo em larvas de corvina (Argyrosomus
regius), H&E. Aparecimento do timo ao 8 DAE em ambas as temperaturas, 15° e 18°C,
A e B, respetivamente, 400x. O timo localiza-se préximo do rim anterior (RA), da
cavidade branquial (CB) e da cavidade do ouvido interno (COI). Ao 13 DAE, o timo
apresentava uma morfologia semelhante em ambas as temperaturas, C (15°C) e D
(18°C), 400x. Aos 22 DAE, ja é possivel observar o timo encapsulado em ambas as
temperaturas, E e F. Abreviaturas: CB— cavidade branquial; COIl — cavidade do ouvido

iNterno; RA — M anterior; T — tiM0. . .ot 28

Figura 21 — Morfologia e desenvolvimento do baco em larvas de corvina (Argyrosomus
regius), H&E. Ao 6 DAE aparecimento do baco A e B 15° e 18°C, respetivamente, 400x;
Aos 12 DAE, o bago apresenta uma forma circular em ambas temperaturas, 15°C (C)
100x, 18°C (D) 400x; Aos 22 DAE, o baco € menor na temperatura de 15°C (E) em
comparacdo na temperatura 18°C (FE), 400x.; Abreviaturas: B — baco; F- figado; | —

INEESTINO; P- PANCIEAS. .. ouee ettt et e e aenenes 29

Figura 22 — Larvas de Argyrosomus regius aos 22 DAE. A (15°C) e B (18°C)

XV



Lista de Tabelas

Tabela | — Numero de larvas de corvina recolhidas durante o ensaio experimental para

RISTOIOGIA. .t 20

Tabela Il - Aparecimento dos 6rgdos linfaticos, rim anterior, timo e bago, em diferentes

ESPECIES A POIXES ...t ittt ittt e 33

XV



Pégina deixada intencionalmente em branco

XVI



Lista de Abreviaturas

°C — Graus celsius

% - Percentagem

* - Mais ou menos

pum — Micrémetros

h — Hora(s)

L — Litros

ml — Milimetros

mm- Milimetros

B — Bago

CB — Cavidade branquial

COI — Cavidade do ouvido interno

CRP - Proteina C-reativa

DAE - Dias apés a eclosao

DP — Desvio Padréao

DPX — Meio de montagem

dpe — Dias pré-ecloséo

EPPO - Estacgéo Piloto de Piscicultura de Olh&o
FAO - Organizacgdo Alimentar e Agricola das Nac¢des Unidas
Fig. — Figura

H & E — Hematoxilina e Eosina

| — Intestino

IFN — Interferéo

Ig — Imunoglobulina(s)

IPMA — Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera
MALT — Tecido linfatico associado a mucosa
Nk — Natural killer

No — Nannochloropsis oculata

P — Pancreas

PBS — Phosphate buffered saline

RA — Rim anterior

T —Timo

Tiso — Isochrysis galbana

Tr — Tubulos renais

XVII



Pagina deixada intencionalmente em branco

XVIII



1. Introducéo geral

Ao longo dos ultimos 40 anos, o setor global de aquacultura tem crescido de forma
continua, e atualmente, a nivel mundial na producédo de alimentos é dos setores com
maior crescimento (Carbone e Faggio, 2016). Atraves da aquacultura, a producéo global
de peixe para fins alimentares foi de 73,8 milhdes de toneladas em 2014, e a producéo
total, incluindo plantas aquaticas, foi de 101,1 milh8es de toneladas (Nadarajah e
Flaaten, 2017). E em 2016, a producdo mundial de aguacultura incluiu 80,0 milhdes de
toneladas de peixe para fins alimentares e 30,1 milhGes de toneladas de plantas

aguaticas, bem como 37 900 toneladas de produtos ndo alimentares (FAO, 2018).

Devido ao rapido crescimento desta indUstria, as préticas intensivas e semi-
intensivas de produgdo causaram um aumento dos surtos de doengas resultando em
perdas parcial ou total da producg&o de peixe. Existem diversos fatores, como elevadas
densidades, maneio, temperatura, baixa qualidade da dgua e ma nutricdo que sdo
responsaveis por provocar stress, o que leva a imunossupressdo dos peixes,
consequentemente aumenta a suscetibilidade a doencas infeciosas (Awad e Awaad,
2017), resultando em elevadas taxas de mortalidade, que representam uma grande
restricdo para o progresso da aquacultura (Carbone e Faggio, 2016; Houston, 2017;

Uribe et al., 2011).

Em aquacultura, uma das principais etapas € a obtencédo de ovos e subsequente
desenvolvimento larvar (Cordero et al., 2016), contudo tem sido registada uma taxa de
mortalidade significativa nesta fase, dado que os peixes sdo organismos com vida livre
desde os estadios iniciais de desenvolvimento, encontrando-se expostos a numerosos
agentes patogénicos, mesmo antes do desenvolvimento completo do seu sistema
imunitario (Ferraresso et al., 2016; Han et al.,2014; Parker et al., 2012). Durante o
desenvolvimento larvar ocorrem uma série de eventos que sdo considerados periodos
criticos, como a abertura da boca e do anus e a introducéo da alimentacédo exdgena,
gue aumenta a densidade de matéria organica, sujeitando as larvas a uma carga
bacteriana significativa, constituindo um potencial vetor para transmissédo de doencas.
Sabe-se que a medida que a microbiota intestinal é estabelecida, as interacdes entre o
desenvolvimento do sistema imunitario e o ambiente intensificam-se, aumentado
dramaticamente a necessidade de mecanismos de defesa contra patégenos (Arula et
al., 2015; Castro et al., 2015; Patel et al., 2009; Shields, 2001).

Especialmente durante os estadios iniciais de desenvolvimento, 0s peixes

dependem do seu sistema imune inato, que representa a primeira linha de defesa contra



qualquer dano tecidual ou interacdo patogénica, desempenhado um papel fundamental
em contrariar o estabelecimento de uma infe¢cdo (Cecchini et al., 2013), no entanto,
estes mecanismos de defesa nem sempre séo suficientes para a sobrevivéncia dos
organismos. Desta forma surge a necessidade de estabelecer medidas profilaticas
adequadas, como a vacinacdo e 0 uso imunoestimulantes e probibticos. Estas
estratégias de controlo de doencas tém sido consideradas ideais e efetivas promovendo

a sustentabilidade em aquacultura (Lazado et al., 2014).

A vacinacdo dos peixes é uma das formas mais utilizadas para controlar as
doencas, e em estadios iniciais possui vantagens econémicas, tais como reducado das
taxas de mortalidade, menor quantidade de vacina, para além de ser um procedimento
de facil execucdo. No entanto € necessario ter em conta o estado imunocompetente dos
peixes, pois o desenvolvimento de vacinas eficazes depende principalmente da
capacidade dos peixes ativarem o0 seu sistema imune especifico e de sintetizarem
anticorpos e células de memoria. Por consequente, uma estimulacdo imune antes que
0 peixe seja capaz de construir uma resposta imune eficaz pode induzir tolerancia, em

vez de protecdo (Dos Santos et al., 2000; Patel et al., 2009).

Por outro lado, o uso de imunoestimulantes, como suplementos dietéticos pode
melhorar o crescimento, a eficiéncia alimentar e/ou a resisténcia a doencgas (Vallejos-
Vidal et al., 2016). A imunomodulagéo de larvas de peixe tem sido proposta como um
método para melhorar a sobrevivéncia larvar, aumentado as respostas inatas dos
animais em desenvolvimento até a sua resposta imune adaptativa estar suficientemente
desenvolvida para montar uma resposta efetiva ao patdégeno. Contudo, tem suscitado a
preocupacdo de imunomodular o organismo antes do seu sistema imunoldgico estar
completamente formado, pois pode afetar negativamente o desenvolvimento de uma
resposta imune normal (Bricknell e Dalmo, 2005). Neste contexto, a idade em que a
competéncia imune é adquirida torna-se um fator importante para determinar em que
estadio de desenvolvimento o organismo é mais vulneravel e qual o tipo de tratamento

a administrar mais eficaz, se necessario (Watts et al., 2003).

Deste modo para uma producdo sustentavel e livre de doencas é importante
desenvolver ferramentas analiticas, bem como compreender o sistema imunolégico e
0s mecanismos de defesa contra doencas comuns associadas ao cultivo intensivo de
algumas espécies economicamente importantes. Estas pesquisas auxiliam a definir as
condicBes ideais para a manutencdo de peixes imunocompetentes (Bilal et al., 2016;
Secombes e Wang, 2012; Randelli et al., 2008).



1.1 Argyrosomus regius

A espécie Argyrosomus regius (Fig.1) designa-se por corvina (home comum), é um
peixe teledsteo da familia Sciaenidae distribuida no Mar Mediterrdneo, Mar Negro e na
costa Atlantica da Europa, desde da Noruega até ao Congo (Papadakis et al., 2018;
Gonzalez-Quir6s et al., 2011). No meio natural, a corvina habita em &guas costeiras,
podendo alcancar uma profundidade entre 15 a 200m (Shabana et al., 2012; EI-Shebly
et al., 2007). Durante a época de reproducdo, como € uma espécie anddroma, 0s
adultos aproximam-se das zonas costeiras em meados de abril e no final de maio entram
nos estuarios a fim de efetuarem a desova (Monfort, 2010). As &reas importantes para
a desova sdo o estuério do rio Gironde, o golfo da Biscaia, em Franca, o rio Tejo,
Portugal e o rio Guadiana, no sul de Espanha e Portugal (Duncan et al., 2013).E um
animal muito voraz, com habitos alimentares baseados em espécies de peixes menores
(familias Clupeidae e Mugilidae) e crustaceos (Millan-Cubillo et al., 2016). Em estado
selvagem, os individuos podem atingir mais de 50 kg tendo sido reportado um peso
maximo de 103 kg e comprimento total de 182 cm (EI-Shebly et al., 2007; Papadakis et
al., 2013).

Figura 1- Exemplar da espécie Argyrosomus regius (Fonte IPMA).

Na ultima década, a producao de corvina aumentou rapidamente (Mylonas et al., 2015),
especialmente nos paises mediterraneos, onde sdo cultivadas em lagoas de aguas
salobras, no Egipto, e em instalacdes off-shore, em Espanha, Turquia, Grécia, Italia e
Franca (Arechavala-Lopez et al., 2017) e em tanques de terra batida em Portugal.
Argyrosomus regius é considerada uma espécie emergente em aquacultura, que possui
potencial para se tornar uma das principais espécies cultivadas na regido do
mediterr@neo devido & sua capacidade de adaptacéo as condigfes de cativeiro, alta taxa
de fecundidade, impressionante taxa de crescimento comparada & de dourada (Sparus
aurata) e robalo (Dicentrarchus labrax), excelente sabor, textura firme, elevado preco
comercial. Para além disso é adequada para processamento, podendo ser transformada
em filetes e porcdes frescas ou congeladas (Saavedra et al., 2017; Solovyev et al.,
2016). E para consumo humano, tendo em conta que contém uma alta percentagem de
acidos gordos polinsaturados nos tecidos comestiveis com baixo nivel de gordura total

mesentérica e muscular (Mansour et al., 2017).



No entanto, na corvina a presenga de varios parasitas tem sido relatada e algumas
bactérias tém sido associadas a surtos de doencas (Soares et al.,, 2018), que se
encontram entre as varias ameacas a producdo sustentavel, sendo das mais
proeminentes e potencialmente devastadoras. Devido a intensificacdo do cultivo desta
espécie é fundamental que uma maior compreensdo da resposta imunoldgica seja
alcancada para auxiliar o desenvolvimento de estratégias efetivas para prevenir ou

controlar surtos de doengas (Milne et al., 2018).

1.2 Estacéo Piloto de Piscicultura de Olh&o

A Estacéo Piloto de Piscicultura de Olhdo (EPPO) é uma infraestrutura Unica no pais
que pertence ao Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera (IPMA) (Fig.2). Foi
concebida com o objetivo de realizar investigagédo, desenvolvimento e demonstragédo
experimental a escala piloto. As suas instala¢des localizam-se no Parque Natural da Ria

Formosa em Marim ocupando cerca de 7ha.

Esta unidade é composta por uma zona de maternidade, uma zona de pré-engorda
e uma area de engorda em tanques de terra, em sistemas de monocultura, policultura

ou multitrofico.

Na EPPO séo realizados ensaios de reproducdo, desenvolvimento larvar e engorda
de diversas espécies com especial destaque para a dourada (Sparus aurata) e o robalo
(Dicentrarchus labrax) bem como para novas espécies tais como o sargo (Diplodus
sargus; Diplodus vulgaris; Diplodus cervinus), o mero (Epinephelus marginatus), o
linguado (Solea senegalensis), a corvina (Argyrosomus regius) e mais recentemente a
sardinha (Sardina pilchardus) e ourico-do-mar (Paracentrotus lividus). Também s&o
concebidos estudos ao nivel da fisiologia, da nutricdo, da patologia e ensaios de

engorda de peixes em policultura de varias espécies e em sistemas multitréficos.

Figura 2 — Instala¢des da EPPO.
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2. Revisado da Literatura
2.1 Sistema imunitario dos peixes

No ambiente aquético, os peixes estdo em constante interacdo com uma ampla
gama de microrganismos patogénicos e ndo patogénicos, o que levou a evolucao dos
seus sistemas imunes defensivos, que consistem numa variedade de moléculas, células
e tecidos. Embora esses sistemas funcionem de formas distintas em diferentes
espécies, qualquer sistema imunolégico é constituido por estruturas biologicas e
processos que detetam e distinguem uma grande variedade de patégenos, desde virus
a parasitas, do proprio tecido saudavel do organismo conferindo assim protecéo contra

doencas (Subramanian et al., 2007; Rauta et a., 2012).

Geralmente, o sistema imunolégico encontra-se dividido em sistema imune inato
(ndo-especifico) e em adaptativo (especifico). Ambos os sistemas incluem respostas
mediadas por células e componentes humorais. Como o préprio nome indica, as
respostas celulares dependem do desenvolvimento direto de células que podem
fagocitar ou usar outras formas para atacar os patégenos. Por outro lado, a componente
humoral é frequentemente restrita apenas as respostas que envolvem anticorpos, mas
num sentido mais amplo, pode incluir as respostas de quaisquer moléculas defensivas
que atuem através de fluidos corporais, como o sangue, os fluidos intersticiais ou as
secregfes exdcrinas. Estes sistemas podem funcionar sequencialmente, ou seja, 0
sistema inato funciona como a primeira linha de defesa, defendendo ou mantendo ativos
mecanismos contra agentes patogénicos até que uma resposta imune adaptativa seja
desenvolvida (Magnadottir, 2005; Bone e Moore, 2008). Desta forma, as respostas
inatas estdo na vanguarda da defesa imunoldgica, sendo um fator crucial na resisténcia
as doencas, enquanto as respostas adaptativas sdo comumente retardadas, no entanto
séo essenciais para a imunidade duradoura e um fator chave para uma vacinagdo bem-

sucedida (Secombes e Wang, 2012).

2.1.1. Sistema imune inato

O sistema inato é o mecanismo imunitario mais antigo que defende o individuo
contra infecdes mediadas por outros organismos de forma inespecifica. I1sso significa
que as células deste sistema reconhecem e respondem aos agentes patogénicos de
forma genérica (Rauta et al., 2012). Comumente é dividido em trés componentes: (1)
barreiras fisico-quimicas e/ou barreiras epiteliais e/ou mucosas, tais como escamas,
superficie epitelial (em branquias, pele e intestino) com muco segregado, (2) parametros

humorais como células, secre¢cdes de complemento, proteina C-reativa (CRP),



interferdo (IFN), lisozima, transferrina, lectinas, péptidos antimicrobianos e (3)
componentes celulares tais como células citotéxicas ndo especificas (ou células Natural
killer, NK), mondcitos/ macrofagos, trombécitos, granulécitos (ou neutrdfilos) e linfécitos
(Kum e Sekkin, 2011; Magnadéttir, 2006; Swain e Nayak, 2009; Uribe et al., 2011)

Segundo Tafalla et al. (2013), os peixes possuem um sistema imune inato
fortemente desenvolvido que consegue lidar com diversos agentes infeciosos, ajudando
a erradicar virus, bactérias e parasitas. Sabe-se que este sistema atua mais rapido que
o0 sistema especifico, no entanto ndo se torna mais efetivo apés a repetida exposi¢do ao

mesmo agente patogénico (Biller-Takahashi e Urbinati, 2014; Bone e Moore, 2008).

Nos peixes, a resposta inata € considerada essencial no combate contra os
patégenos face as limitagbes do seu sistema adaptativo, a sua natureza poiquilotérmica,
ao seu reportério de anticorpos limitado e a lenta proliferacdo, maturacdo e memoria
dos seus linfécitos (Uribe et al., 2011; Whyte, 2007). Desta forma, o sistema inato
desempenha um papel fundamental em contrariar o estabelecimento da infecao,
especialmente durante os primeiros estadios de desenvolvimento, quando a imunidade

adaptativa esta longe de estar completamente desenvolvida (Cecchini et al., 2013).

2.1.2. Sistema imune adaptativo

No entanto, muitos agentes infeciosos resistem aos mecanismos de defesa
inata, e em seguida uma resposta imune adaptativa surge pela primeira vez (Tafalla et
al., 2013). Ao contrario do sistema imune inato, o sistema imune especifico necessita
da presenca de um antigeno, que é uma molécula ou célula estranha, responsavel por
desencadear uma resposta imune de proliferacdo de anticorpos especificos, seguida de
uma resposta de memdria imune. Os antigenos que entram no organismo Sao
reconhecidos e processados pelo sistema inato por células apresentadoras de
antigenos (APC), como macrofagos, células dendriticas e linfécitos B, para processar
microrganismos em unidades moleculares (Biller-Takahashi e Urbinati, 2014). Assim, o
sistema imune adaptativo é ativado pelas respostas imunes inatas, sendo capaz de
reconhecer eficientemente patégenos especificos e criar memaoria imunolégica (Awad e
Awaad, 2016; Rauta et al., 2012). No entanto, a ativagdo do sistema imunitario adquirido
é relativamente lenta, exigindo a selecéo especifica de recetores, proliferacdo celular e

sintese proteica, contudo é de longa duracdo (Kum e Sekkin, 2011).

A resposta imune especifica ocorre através de mecanismos que envolvem uma
rede complexa de células, proteinas, genes e mensagens bioquimicas especializadas

que fornecem 0s meios necessarios para que o organismo responda especificamente



aos antigenos, com anticorpos e células efetoras de alta especificidade e afinidade
(Uribe et al., 2011). Esta resposta é mediada por dois tipos de linfécitos, em que as
células T sdo os componentes principais da imunidade mediada por células, enquanto
que as células B sdo responsaveis pela producdo de anticorpos que constituem
elementos chave da imunidade humoral (Bone e Moore, 2008; Mashoof e Criscitiello,
2016).

Os anticorpos constituem uma classe de proteinas, também conhecida como
imunoglobulinas (Ig) produzidas por células B em resposta a antigenos. Ao contrério de
todas as outras proteinas do organismo, 0s genes que controlam a producdo de
anticorpos nédo sdao fixos, porém consistem em sequéncias de DNA que podem produzir
proteinas com estruturas ligeiramente variaveis que lhes permitem responder a um
namero quase ilimitado de antigenos. Essa diferenciacédo ocorre antes da formacgéo de
células B, de modo que toda célula B produz o seu préprio anticorpo sem a necessidade
de exposicéo a qualquer antigeno (Bone e Moore, 2008).

Nos peixes teledsteos existem trés tipos de imunoglobulinas: IgM, IgD e IgT (no
peixe zebra é denominada por IgZ). A IgM é a principal componente da imunidade
sistémica, também pode estar presente no muco. A IgT/Z é especializada nas respostas
imunes da mucosa e esta presente em baixas concentragdes no soro. No entanto, o
papel da IgD na imunidade dos peixes nao foi totalmente elucidado, tendo sido sugerido
gue poderia funcionar como um recetor de ligacdo ao antigénio e desempenhar um
papel nas respostas imunes como mediador da imunidade inata (Bilal et al.,2016;
Ronneseth et al., 2015).

2.2. Orgéos do sistema imunoldgico

As respostas imunes sdo mediadas por uma variedade de células e
componentes humorais. Os leucdcitos sdo comuns para todas as respostas imunes e
incluem linfécitos (células T, células B, linfocitos granulares), fagocitos (fagécitos
mononucleares, neutréfilos e eosindfilos) e células auxiliares (basofilos, mastocitos e
plaquetas). Estas células sé&o organizadas em tecidos e 6rgdos para desempenhar as
suas fungbes de maneira mais eficaz. Estas estruturas s&o coletivamente referidas
como sistema linfatico, e sdo organizadas em 6rgdos discretamente encapsulados ou

acumulagdes de tecido linfatico difuso (Secombes e Wang, 2012).

Nos vertebrados superiores, o sistema imunolégico consiste em érgaos linfaticos
primarios (produtores de linfécitos) e secundarios (envolvidos na construcao da resposta

imune). O figado fetal, o timo e a medula éssea constituem os 6rgdos linfaticos



primarios, enquanto o baco, linfonodos e tecido linfatico associado a mucosa (MALT)
compreendem os 6rgaos linfaticos secundarios. Contudo, nos peixes a organiza¢ao dos
orgaos linfaticos € ligeiramente diferente dos vertebrados (Castro e Tafalla, 2015). No
entanto, os peixes e mamiferos apresentam algumas semelhancas e diferencas em
relacdo a funcéo imune (Tort et al.,2003). Considerando que estas diferencas sao
devidas aos compartimentos corporais e a organizacado celular, a maioria dos 6rgaos
linfaticos secundarios presentes nos mamiferos também é encontrada nos peixes, com
a excecao dos nddulos linfaticos e da medula 6ssea (Kum e Sekkin, 2011; Rauta et.,
2012).

Sabe-se que 0s peixes sdo um grupo heterogéneo de organismos e por isso
existem diferencas morfolégicas entre as diversas espécies. Desta forma, os 6rgaos
linfaticos priméarios sédo o timo, o rim anterior ou prénefros para os peixes 0sseos
enquanto para os peixes cartilagineos sdo o 6rgéao de Leyding e o 6rgao epigonal. Por
outro lado, o baco, o rim e MALT constituem os érgaos linfaticos secundarios (Castro e
Tafalla, 2015).

2.2.1. Rim anterior

Em peixes teledsteos, o rim é muitas vezes designado como tecido renal anterior
ou rim anterior, sendo um 6rgao importante na imunidade e na hematopoiese, e por isso
é considerado equivalente & medula 6ssea dos vertebrados (Biller-Takahashi e Urbinati,
2014; Kum e Sekkin, 2011).

Este 6rgdo é o local de diferenciacdo de células sanguineas, assim como é
responsavel pelo desenvolvimento de respostas imunes precoces em embrifes de
peixes (Bone e Moore, 2008). Desde o inicio do desenvolvimento, todo rim esta
envolvido na producao de células do sistema imunolégico e na resposta imune precoce.
A medida que o peixe se desenvolve, o fluxo sanguineo através do rim é lento e ocorre
a exposi¢cdo a antigénios. Por consequente parece haver uma concentracdo de centros
de melanomacréfagos (MMC’s), que consistem agregados de células reticulares,
macroéfagos, linfcitos e células plasmaticas, que podem estar envolvidos na captura de
antigénios e podem desempenhar um papel nha memoaria imunoldgica (Kum e Sekkin,
2011). Deste modo, o rim anterior assume fun¢des hematopoiéticas e ao contrério, em
vertebrados superiores é o principal 6rgdo imune responsével pela fagocitose,
processamento de antigenos, formacdo de IgM e memoéria imunolégica através de
MMC’s (Tort et al., 2003).



Normalmente, o rim esta localizado ventralmente através da coluna vertebral,
estendendo-se desde da base do cranio ao eixo do corpo. A por¢cdo anterior do rim é
geralmente bifurcada em dois lobos, ndo tem nefrénios e ndo assume uma fungao renal.
Consiste num 6rgdo bem inervado com funcbes reguladoras chave, sendo o érgdo
central para interacdes enddcrinas e imunoldgicas e até conexdes neuro-imuno-
endocrinas. Por outro lado, o rim posterior possui uma combinacédo de tecido renal

imunologico (Castro e Tafalla, 2015; Rauta et al., 2012).

Estruturalmente, o rim anterior € composto por uma rede de fibras reticulares
que fornecem suporte ao tecido linfatico, que sdo encontradas dispersas entre as células
do sistema hematopoiético que revestem o reticulo epitélio sinusoidal. As células
reticulares desempenham um papel importante no fornecimento das interacfes
necessérias para a fungdo das células linfaticas e nas células endoteliais das
sinusoides, que consiste no principal componente para a filtragem do sangue, devido a
sua capacidade de realizar endocitose (Uribe et al., 2011; Mokhtar, 2017).

2.2.2. Timo

Em vertebrados, o timo é o local hematopoiético central para o desenvolvimento
funcional de linfécitos T que atuam como principais agentes do sistema imune
adaptativo (Ma et al., 2013). Estas células T estdo envolvidas na rejeicao aloenxerto,
estimulacao da fagocitose e producéo de anticorpos pelas células B (Tort, 2003; Rauta
etal., 2012).

Em teledsteos, o timo pode ser um 6rgdo uni-, bi- ou trilobado, dependendo da
espécie e encontra-se localizado abaixo do epitélio faringeo na regido dorso-lateral da
camara branquial. E composto por duas principais populacdes de células, as células
epiteliais timicas e os timécitos (principalmente células T). Juntamente com as células
mesenquimais circundantes, as células epiteliais timicas formam um ambiente epitelial
para o suporte da diferenciacdo de células T (Castro e Tafalla, 2015; Kum e Sekkin,
2011, Ma et al., 2013). A estrutura que caracteriza o timo do peixe é uma capsula fina
gue envolve o tecido linfatico, basicamente pode ser considerado uma agregacao de
macréfagos que promovem a proliferacao de células T (Uribe et al., 2011; Mokhtar,
2017).

A morfologia timica € altamente variavel em teledsteos, e em muitas espécies ndo é
possivel observar uma clara diferenciacdo entre o cortex e a medula encontrado em

vertebrados superiores (Carbone e Faggio, 2016; Mokhtar, 2017).



E comum em vertebrados superiores, apos a idade adulta, o timo reduzir de tamanho
e ocorrer uma substituicdo por tecido adiposo, este processo é designado por involucao.
Sabe-se que este processo é dependente da idade, dado que em organismos jovens o
timo é muito maior do que em adultos. Em peixes, a involu¢do néo € tao frequente, visto
gue é mais dependente de ciclos hormonais e variacdes sazonais do que da idade. E
por isso em algumas espécies, o0 timo pode persistir durante toda a vida (Bone e Moore,
2008; Tort et al., 2003).

2.2.3. Baco

Como um importante 6rgado imunoldgico secundéario, o baco € o local de
armazenamento e producao de eritrocitos (eritropoiese) assim como de destruicdo de
células sanguineas envelhecidas e afetadas. Todavia, o baco dos teledsteos contém
células produtoras de anticorpos, sendo a principal fonte de imunoglobulinas. Por essa
razdo, este 6rgdo desempenha um papel essencial na apresentagdo de antigenos e no
inicio da resposta imune adaptativa. As suas principais fungbes incluem o
desenvolvimento de células B e processamento de antigenos. Além disso, o baco de
peixe atua como um segundo 6rgédo linfatico para filtrar patégenos veiculados pelo
sangue constituindo o principal local de defesa contra agentes patogénicos. Desde
modo, o0 bago € um 6rgdo eminentemente adequado para avaliar respostas imunes e
identificar genes relevantes para o sistema imune em peixes (Li et al., 2017; Qin et al.,
2017). Alias este 0rgdo sozinho exerce uma fungéo essencial na captura de antigenos,

visto que os peixes ndo possuem linfonodos (Rauta et al., 2012).

Geralmente, o baco encontra-se localizado na cavidade peritoneal adjacente a
parede intestinal. A sua estrutura em teledsteos é semelhante a encontrada em
mamiferos, sendo constituido por vasos sanguineos e diferenciado em polpa vermelha
e polpa branca. Contudo nos peixes, a divisdo entre a polpa vermelha e polpa branca
ndo é organizada, no entanto € possivel identificar cada polpa em diversas espécies
(Mokhtar, 2017; Biller-Takahashi e Urbinati, 2014). A polpa vermelha ocupa a maior
parte do 6rgdo e consiste numa rede celular reticular que suporta sinusoides e
leucdcitos, principalmente macréfagos e linfécitos. Enquanto a polpa branca é composta
especialmente por células linfaticas que tipicamente envolvem vasos arteriais, centros

de melanomacrofagos e elipsoides (Castro e Tafalla, 2015; Mokhtar, 2017).

Os melanomacréfagos sé@o células imunes prevalentes no bago e possuem uma
quantidade varidvel de pigmentos, incluindo melanina, hemossiderina, ceroide ou

lipofuscina, localizada em vacuolos. Estes pigmentos tém a capacidade de absorver e
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neutralizar radicais livres, ibes carregados positivamente e outros agentes
potencialmente téxicos. Sabe-se que em peixes saudaveis, os melanomacréfagos séo
comuns ho baco e no rim, e em algumas espécies no figado. Porém em peixes
cronicamente stressados verifica-se um elevado nimero de melanomacréfagos e um
aumento das suas dimensdes. No entanto, a idade dos individuos também influencia o
aumento do tamanho e do nimero de melanomacréfagos (Mokhtar, 2017; Evans e
Nowak, 2016).

Os elipsoides consistem em capilares especializados com paredes espessas que se
abrem na polpa e resultam da divisao das arteriolas esplénicas. Ao longo das paredes,
as células estdo ativamente envolvidas na fagocitose de antigenos. Geralmente, os
antigenos podem ser retidos por longos periodos de tempo sob a forma de anticorpos
ou produtos metabdlicos, o que tem um papel importante na memoria imunolégica (Kum
e Sekkin, 2011; Uribe et al., 2011).
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Pagina deixada intencionalmente em branco
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3. Objetivo

O presente trabalho teve como objetivo determinar o aparecimento dos 6rgaos
linfaticos, o rim anterior, o timo e o baco, durante o desenvolvimento larvar da
corvina, Argyrosomus regius, a duas temperaturas distintas (18 £ 0,5 e 15 £ 0,7°C).
Constituindo assim o primeiro passo para futuramente controlar e prevenir surtos de

doencas nesta espécie emergente em aquacultura.

De forma a alcancar o objetivo desde trabalho foram aplicadas técnicas de cultivo
larvar descritas para esta espécie, desde da recolha dos ovos, a sua incubacao e
desenvolvimento até aos 22 dias apds a eclosdo (DAE). E para determinar o

aparecimento dos 6rgdos imunes foi efetuada histologia.
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Pégina deixada intencionalmente em branco
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4. Metodologias

4.1. Obtencéo de ovos

As larvas de corvina (A. regius) foram obtidas a partir de uma postura natural de
reprodutores F1 mantidos em cativeiro nas instala¢des da Estacdo Piloto de Piscicultura

de Olhdo (EPPO) pertencente ao Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera (IPMA).

Uma vez que o periodo de desova, ocorre maioritariamente de noite foram
colocados coletores com uma malha de 500um na saida de agua dos tanques de
reprodutores (Fig. 3), de forma a reter os ovos para se proceder a sua recolha de manha.

Para quantificar e analisar a qualidade da postura obtida efetuou-se a concentracéo
dos ovos num balde, deixou-se repousar para ocorrer a separacdo dos ovos por
flutuabilidade (decantagéo). Efetuou-se a pesagem da fracéo de ovos viaveis (flutuam)
e nao viaveis (decantam), de modo a determinar:

a) Total da postura (g) = ovos viaveis (g) + ovos inviaveis (g)

b) Viabilidade da postura (%) = ovos viaveis (g)/ total de ovos (g).

A fracdo de ovos viaveis foi colocada num balde (5 L) com agua do tanque e
arejamento moderado. Posteriormente, foi recolhida uma pequena amostra aleatéria de

30 a 50 ovos desta fragdo viavel (Fig. 4), com o objetivo de analisar o estado de

desenvolvimento embrionario.

Figura 3 — Coletor de ovos. Figura 4 — Ovos viaveis de Argyrosomus regius.
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4.1.1 Incubacé&o de ovos

Os ovos viaveis (100g) foram cuidadosamente
transferidos para uma incubadora, que consiste num tanque
cilindro-cénico, em fibra de vidro, com uma capacidade de
200 L1 (Fig.5). A incubadora recebe agua filtrada e passada,
através dos ultravioletas com temperatura (18+0,5°C) e luz
(intensidade) controlada. O arejamento tinha um fluxo fraco
(mais ou menos 3 bolhas na coluna de agua) para evitar
muita turbuléncia. Antes de transladar as larvas recém
eclodidas para os tanques de ensaio, determinou-se a taxa
de ecloséo, e para isso verteu-se todo o material biol6égico

da incubadora para um coletor. Depois as larvas retidas
Figura 5 — Incubadora onde foram

colocados 0s ovos viaveis (tanque

contagens do niimero de larvas eclodidas em 20 ml. cilindro-cénico com capacidade para
200L).

foram colocadas num balde de 10 L, tendo sido feitas 10

4.2 Cultivo larvar

O ensaio foi realizado utilizando apenas uma postura. Apés o procedimento para o
célculo da taxa de eclosao, as larvas foram distribuidas de forma homogénea por dois
tratamentos diferentes utilizando uma densidade de 26 larvas L, em duplicados,

testando duas temperaturas distintas, correspondendo 15+0,7 e 18+0,5°C.

Foram usados quatro tanques cilindro-cénicos,
em fibra de vidro, com capacidade para 200 L e 600
L, funcionando como sistema aberto (Fig. 6). Na
saida de agua, estava colocado um filtro com uma
malha que variou de 80, 150, 250 e 350 um durante
0 periodo do ensaio. O tamanho da malha do filtro
era escolhido consoante o tamanho das larvas e do
alimento fornecido. Inicialmente colocou-se um filtro
de 150 um, uma vez que as larvas tinham tamanho
suficiente, possuiam saco vitelino e gota lipidica pelo

gue ndo era necessario fornecer alimento.

Ap6s a introducdo de alimento exdgeno, o Figura 6 — Tanques de cultivo
tamanho da malha do filtro foi alternado entre malhas usados no ensaio.
de menores dimensdes durante o dia, de forma a manter o alimento enriquecido no

tanque. E malhas de maiores dimensdes no periodo de noite para permitir a saida de
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alimento que n&o era consumido, uma vez que perde as suas qualidades nutritivas além
de comecar a crescer impedindo a sua captura pelas larvas. Desta forma durante o
periodo de alimentacdo com rotiferos, durante o dia era colocado um filtro de 80 um e
durante a noite era de 150 um. Com a introducdo da artémia e racdo durante o dia
passou-se a usar um filtro de 150 um ou 250 um conforme a quantidade de alimento

disponivel, e durante a noite era colocado um de 250 ou 350 pm.

Nos tanques, a renovacgdo da agua inicial foi de 15%.h* aumentando para 40%.h
tendo em conta o crescimento das larvas. No 2 DAE para aplicar o tratamento com
temperatura 15 + 0,7°C, a renovacgdo de agua foi reduzida para 10 %.h! para evitar o

choque térmico e no dia seguinte (3 DAE) ajustou-se para 15%.h.

Em relacdo ao arejamento utilizou-se um fluxo fraco, mais ou menos 2 a 3 bolhas
de ar ao longo da coluna de agua no decorrer do ensaio.
O fotoperiodo usado foi de 14h dia e 10h noite, com lampadas LED, dispostas por

cima dos tanques.

Diariamente efetuou-se a verificacdo do caudal, assegurando a manutencdo da
renovacdo de agua, a limpeza dos tanques por aspiragdo (do fundo e das paredes) e
dos filtros da saida de agua (para evitar a colmatacdo e acumulacdo de matéria
organica). A contagem de larvas mortas e as medi¢des dos parametros, temperatura e

oxigénio dissolvido efetuou-se duas ao dia.

4.2.1 Método da “agua verde”

Durante o cultivo larvar recorreu-se ao método de “agua verde” que consiste na
utilizacdo de microalgas nos cultivos marinho. Este método descrito por Pousdo-Ferreira
(2009) tem como objetivos:

a) Manter a qualidade nutritiva das presas, nomeadamente de rotiferos e

Artemia spp.;

b) Estabilizacdo da qualidade da agua, pela remocdo de amonia e outros

produtos azotados e producéo de Og;

¢) Aumento da visibilidade das presas pelas larvas melhorando o contraste e

dispersao da luz.

Desde do inicio do ensaio, logo ap6s a distribuicdo das larvas nos tanques
adicionou-se uma mistura de duas microalgas Nannochloropsis oculata (No) e
Isochrysis galbana (Tiso), nos tanques com capacidade de 200 L no total eram

colocados 2 L (1L No + 1L Tiso) enquanto para os tanques com capacidade de 600 L
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era introduzida o triplo da quantidade (3 L No +3 L Tiso) perfazendo um total de 6 L,

duas vezes por dia (Fig.7).

Figura 7 — Adicdo do mix de duas
microalgas Nannochloropsis oculata
(No) e Isochrysis galbana (Tiso) nos
tanques de cultivo.

4.2.2. Alimentacao

A alimentag&@o comegou a ser administrada quatro vezes ao dia, ap0s a abertura da
boca aos 3 DAE. Inicialmente, como alimento foram fornecidos rotiferos (Branchionus
spp.) enriquecidos até aos 10 DAE. A partir dos 8 DAE, foi introduzida Artemia
enriquecida e aos 9 DAE foram adicionadas quantidades minimas de racao, de forma a
familiarizar as larvas ao alimento inerte, Caviar (Bernaqua TM) (Fig. 8). Ambos os
alimentos vivos (rotiferos e artémia) foram enriquecidos RedPepper ® (Bernaqua TM)

antes de ser administrados.

DAEO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Figura 8 — Esquema do regime alimentar utilizado durante o cultivo larvar de corvina
(Argyrosomus regius).



4.3 Procedimento laboratorial

4.3.1. Amostragem larvar

Com a finalidade de acompanhar o desenvolvimento larvar nos cultivos com
diferentes temperaturas, procedeu-se a amostragens diérias até aos 13 DAE, depois
aos 17 DAE e aos 20 DAE, para biometria referente ao comprimento total (Fig. 9) e para
peso seco (Fig.10) efetuaram-se amostragens nos dias 2, 5,8, 10, 17 e 20 DAE. De cada
tanque, foram recolhidas aleatoriamente 15 larvas para comprimento total e foram

utilizadas 5 larvas para peso seco.

Para amostragem do peso seco e histologia, as larvas ndo podiam ter alimento
no trato digestivo. Por esse motivo, a recolha de larvas era realizada no inicio do dia,
antes da primeira alimentacéo. As larvas eram passadas por um filtro (dependente do
seu tamanho) para retirar o alimento e colocadas em goblets com agua limpa durante

1h a 1h30 para efetuarem a digestéo.

Figura 9— Aparelho onde foram realizadas a

e _ Figura 10— Balanca de precisédo
medicao do comprimento total.

onde foram realizadas as
pesagens das larvas.

4.3.2. Histologia

Para estabelecer a ontogenia do sistema imune em peixes, é necessario analisar
0s Orgdaos linfaticos, timo, rim anterior e bago através da histologia (Klosterhoff et al.,
2015). Assim desde dos 0 DAE até 13 DAE, 15, 17, 20 e 22 DAE foram recolhidas vérias
larvas de corvina (A. regius) (Tabela I). As amostras foram fixadas com formol a 10%

durante 24-48h. Ao fim deste tempo foram efetuadas as lavagens das amostras com
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PBS (phosphate buffered saline) a 1% (3 vezes durante 15 minutos), agua (1 vez
durante 15 minutos) e transferidas para alcool a 70%, para posterior analise histologica.

Tabela | — Numero de larvas de corvina (Argyrosomus regius) recolhidas durante o ensaio
experimental para histologia.

DAE 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 15 17 20 22

N° de larvas/ por = +20 15 15 15 15 15 15 15 15 10 10 15 15 15 10 10 15 15
tanque

4.3.2.1. Desidratacéo e Impregnacéo em parafina

Mais tarde, as amostras foram transferidas dos tubos para cassetes histolégicas
devidamente identificadas para serem colocadas no processador de tecidos
(Processador Leica TP 1020, Fig. 11). Neste aparelho, procedeu-se a desidratacédo das
amostras através da passagem por varios alcoois (80, 96 e 99%). Desta forma a
desidratacdo decorre gradualmente permitindo manter a integridade dos tecidos. Em
seguida, sucessivas imersdes em xilol permitem que o alcool presente nos tecidos seja
substituido por este solvente. Posteriormente, vai facilitar a impregnagéo dos tecidos

com parafina liquida (procedimento descrito no anexo 1).

Figura 11 — Cesta com as cassetes histoldgicas (a esquerda); processador
de tecidos (Processador Leica TP 1020, a direita).

De seguida procedeu-se a inclusdo das amostras em parafina liquida com o
objetivo de conferir suporte aos tecidos, utilizando um dispensador de parafina (Leica
EG 1140 H, Fig. 12). As larvas foram colocadas e orientadas (de forma a facilitar o corte)

num molde coberto com parafina liquefeita e posteriormente coberto com a cassete.
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Este conjunto foi colocado a arrefecer numa placa de refrigeracao resultando num bloco
para a microtomia (Fig.13).

o S

B e

L ” .

Figura 12 — Dispensador de parafina. Figura 13 - Blocos de parafina para
microtomia.

4.3.2.2. Microtomia dos blocos de parafina

No micrétomo foi fixado o bloco com o tecido embebido em parafina. A primeira
etapa do corte consiste em remover o excesso de parafina até ser possivel aceder ao
tecido de interesse. E necessario ter muito cuidado pois o tecido de importancia pode
ser removido ou a superficie do bloco pode ser danificado (Pichat et al., 2018). Neste
trabalho experimental, os cortes foram efetuados no micré6tomo Leica RM-2155 (Leyca

Vienna, Austria) utilizando uma espessura de 4-5 um (Fig.14).

As secdes finas com os tecidos foram retiradas do micr6tomo e colocadas hum
banho maria com &gua entre 35 a 38°C (Fig.15). E em seguida foram dispostas em
laminas e colocadas a secar numa estufa a 36°C, durante pelo menos 24h até ao

processo de coloragao.

Figura 14 — Micrétomo utilizado Figura 15 — Banho maria onde

para realizar os cortes com foram colocados os cortes
uma espessura de 4-5 um. obtidos.
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4.3.2.3. Coloracgéo dos tecidos

A Hematoxilina e Eosina (H&E) € a coloracdo mais comum, facil de realizar em
secdes de parafina e além disso mostra uma ampla gama de componentes celulares e
tecidos normais e anormais (Pichat et al., 2018). A hematoxilina tem uma cor azul-
purpura profunda e cora os acidos nucleicos, por outro lado a eosina € cor de rosa e
cora proteinas de forma néo especifica. Num tecido tipico, os nucleos sdo corados em
azul, enquanto o citoplasma e a matriz extracelular apresentam diferentes graus de
coloracéo rosa (Li e Chen, 2017).

Apoés a secagem dos cortes, as laminas foram coradas utilizando o método de
coloracdo H&E (descrito no anexo 2). Primeiro passaram pelo procedimento de
desparafinacdo, onde foi utilizado o xilol como solvente, seguidamente foram hidratadas
com um gradiente de &alcoois (100, 96, 70 e 50%) e &agua, depois coradas com
hematoxilina. Para remover o excesso de corante foram passadas por agua, alcool acido
e agua novamente, hidratadas com alcool a 96%, em seguida coradas com eosina. Apos
serem limpas com agua foram desidratadas com num gradiente de alcoois (96 e 100%)

e clarificadas com xilol (Fig. 16).

Figura 16 — Procedimento do método de colocagéo
Hematoxilina e Eosina (H&E).
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Em seguida, procedeu-se a preparacao definitiva dos tecidos por intermedio da
montagem das laminas (Fig.17). Para isso, em cada lamina foram colocadas gotas de

meio de montagem (DPX) e uma lamela por cima dos tecidos, cuidadosamente de

maneira a evitar a formagéo de olhas de ar. E por fim deixou-se a secar durante 48h a

Figura 17 — Preparacao definitiva dos tecidos: adicdo do meio de montagem sobre a
lamina (a esquerda) e colocacgdo da lamela por cima dos tecidos (a direita).

4.3.2.4 Observacédo microscoOpica das laminas

Os tecidos que foram alvo de estudo consistiram nos 6rgéos linfaticos: rim
anterior, timo e baco, em larvas de corvina (A. regius). O aparecimento dos 6rgaos foi

validado através da observacéo da sua presenca no minimo em 6 larvas.

As preparagfes definitivas foram observadas ao microscopio 6tico DS-L3 da
NIKON com uma camara DS acoplada. Os tecidos foram observados e identificados

utilizando uma ampliagéo de 100x e 400x, e posteriormente fotografados.

4.4. Andlise estatistica

Com o objetivo de comparar as diferencas do comprimento total e peso seco
médios das larvas de corvina entre as diferentes temperaturas realizou-se um teste
paramétrico t-student. Sempre que adequado os resultados apresentam-se sob a forma
de média + desvio padrdo (DP). As diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas ao nivel de significancia de 5% (i.e., p-value < 0,005). Todos os calculos
foram realizados mediante o recurso ao software estatistico IBM SPSS Statistics 21.
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Comprimento total (mm)

5. Resultados
5.1 Biometria das larvas de Argyrosomus regius

De forma a avaliar o efeito da temperatura durante o cultivo larvar de A.regius foram
avaliadas medidas de biometria, nomeadamente o comprimento total (mm) e o peso

seco (mg).

Nos primeiros dias apdés a eclosdo (DAE) ndo se verificaram diferencas
estatisticamente significativas no comprimento total quando comparadas as duas
temperaturas. No entanto, a partir dos 6 DAE (exceto 7 DAE) até aos 20 DAE existem
diferencas estatisticamente significativas no comprimento total quando comparadas as
duas temperaturas (p-value <0,05) (Fig.18 A). Em relacdo ao peso seco, a partir dos 10
DAE até aos 20 DAE existem diferencas estatisticamente significativas quando

comparadas as duas temperaturas (p-value <0,05) (Fig.18 B).

Verificou-se que as larvas de corvina apresentaram um crescimento maior no
tratamento com a temperatura a 18°C em relacdo ao tratamento com a temperatura a
15°C. Aos 20 DAE, as larvas cultivadas a 18°C possuem um comprimento total e peso
seco superior quando comparadas com as que foram cultivadas a 15°C, 6,67 + 0,56

mm; 0,56+0,06 mg e 4,77 £ 0,38 mm; 0,12+0,04 mg, respetivamente.
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Figura 18 — Crescimento das larvas de Argyrosomus regius a diferentes temperaturas. A)
Comprimento total (mm) ao longo dos DAE quando comparadas as duas temperaturas. B)
Peso seco (mg) ao longo dos DAE quando comparadas as duas temperaturas. Os resultados
sdo apresentados sob a forma de média + desvio padrdo (DP). O simbolo * representa as
diferencas estatisticamente significativas entre as amostras (t-student, p-value <0,05).

5.2 Ontogenia dos 6rgéos linfaticos em Argyrosomus regius

Durante a ontogenia das larvas de corvina (A.regius) , o rim anterior foi o primeiro
orgdo linfatico a aparecer aos 0 DAE (2,41 + 0,2mm), seguindo-se o0 baco aos 6 DAE
(3,63+0,1mm a temperatura de 18°C e 3,51+0,1mm a temperatura 15°C), e mais tarde
verificou-se aos 8 DAE (3,9+0,2mm a temperatura de 18°C e 3,6+0,2mm a temperatura

15°C) a presenca do timo.

Neste estudo, nas larvas de corvina verificou-se que o rim anterior j4 estava presente
no momento da eclosé@o (0 DAE), através da observacao de células hematopoiéticas e
células indiferenciadas dispersas abaixo da notocorda e por cima da reserva vitelina
(Fig. 19 A). Pela primeira vez aos 2 DAE, nas larvas de corvina foram observados
tubulos renais, estruturas que constituem o rim anterior (Fig.19 B). Ao longo do
desenvolvimento das larvas de corvina observou-se um aumento do numero de tubulos
renais e de tecido hematopoiético em ambas as temperaturas (Fig. 19 C, D, E e F), mas

mais evidente no tratamento com a temperatura 18°C.
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Figura 19 — Morfologia e desenvolvimento do rim anterior em larvas de corvina
(Argyrosomus regius), H&E. A) 0 DAE: aparecimento do rim anterior (RA), células
hemapoiéticas dispersas, 100x. B) 2 DAE: Rim anterior, aparecimento dos primeiros
tubulos renais, 100x. Aos 12 DAE, o aspeto do rim anterior na temperatura de 15° e
18°C, (C) e (D) respetivamente, 400x; Aos 22 DAE, o rim anterior apresenta um
menor nimero de tabulos renais a 15°C (E) em relacdo ao numero de tubulos renais
observados a 18°C (E), 400x; Abreviaturas: N — notocorda; RA - rim anterior; RV-
reserva vitelina.

A primeira evidéncia do aparecimento do timo em corvina surgiu aos 8 DAE,
independente da temperatura de cultivo das larvas. Localizado acima da cavidade
branquial e proximo da cavidade do ouvido interno observou-se a presenca de algumas

células indiferenciadas, de grandes dimensBes e nucleos escuros, provavelmente
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linfoblastos (Fig. 20 A e B). Em ambas as temperaturas, aos 12 DAE, o timo das larvas
de corvina apresentava a formacao de uma capsula apesar de se observar ainda células
indiferenciadas de grandes dimensdes (Fig. 20 C e D, 15°C e 18°C, respetivamente).
Ao fim dos 22 DAE, o timo das larvas de corvina ainda ndo estava completamente
desenvolvido. Ainda é possivel observar algumas células indiferenciadas, no entanto

verificam-se células de menores dimensdes e com nulcleos escuros e além disso ja é

Figura 20 - Morfologia e desenvolvimento do timo em larvas de corvina
(Argyrosomus regius), H&E. Aparecimento do timo ao 8 DAE em ambas as
temperaturas, 15° e 18°C, A e B, respetivamente, 400x. O timo localiza-se proximo
do rim anterior (RA), da cavidade branquial (CB) e da cavidade do ouvido interno
(COI). Ao 13 DAE, o timo apresentava uma morfologia semelhante em ambas as
temperaturas, C (15°C) e D (18°C), 400x. Aos 22 DAE, ja é possivel observar o timo
encapsulado em ambas as temperaturas, E e F. Abreviaturas: CB- cavidade
branquial; COI — cavidade do ouvido interno; RA — rim anterior; T — timo.
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O baco foi observado pela primeira vez aos 6 DAE ligado ao péancreas,
apresentava uma forma circular com algumas células indiferenciadas (Fig. 21 A e B).
Com o desenvolvimento das larvas a temperaturas diferentes verifica-se um aumento
do tamanho do baco (que se reflete num aumento do nimero de células) na temperatura
mais alta comparado com o tamanho do bac¢o da temperatura mais baixa aos 12 DAE
(Fig. 21 C e D) e aos 22 DAE (Fig. 21 E e F). Além disso ja é possivel observar o baco

encapsulado em ambas as temperaturas a partir dos 12 DAE.

Figura 21 - Morfologia e desenvolvimento do baco em larvas de corvina
(Argyrosomus regius), H&E. Ao 6 DAE aparecimento do baco A e B 15° e 18°C,
respetivamente, 400x; Aos 12 DAE, o bago apresenta uma forma circular em ambas
temperaturas, 15°C (C) 100x, 18°C (D) 400x; Aos 22 DAE, o bago é menor na
temperatura de 15°C (E) em comparacdo na temperatura 18°C (F), 400x.;
Abreviaturas: B — baco; F- figado; | — intestino; P- pancreas.
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6. Discusséo
6.1Crescimento de larvas de Argyrosomus regius

A temperatura € um fator ambiental que tem sido estudado extensivamente em
relacdo a reproducdo, ao comportamento animal e a resposta imune. Sabe-se que
Muitos organismos usam a temperatura para modular eventos sazonais, particularmente
0s poiquilotérmicos, o que significa que a sua temperatura corporal varia de acordo com

a temperatura ambiente (Bowden et al., 2007).

Além disso, a temperatura de cultivo € muito importante em aquacultura ja que pode
afetar o tempo de desmame e a metamorfose, as taxas de crescimento, 0 sexo, a
gualidade e aparéncia do pescado, pelo que pode influenciar os custos de producéo e

consequentemente os lucros (Lee et al., 2017).

No presente trabalho verificou-se que o crescimento das larvas de A.regius foi
influenciado pela temperatura (Fig. 22), pelo que as larvas cultivadas a 18°C
apresentaram um comprimento total e peso seco superior quando comparadas com as
larvas cultivadas a 15°C, o que era esperado, uma vez que Sa0 organismos
poiquilotérmicos, logo as taxas de desenvolvimento e crescimento sdo muito
dependentes da temperatura (Bone e Moore, 2008). O crescimento € a resposta mais
comum medida em animais ectotérmicos e é frequentemente medido isoladamente
como indicativo da resposta a temperatura. Sabe-se que a temperatura influencia uma
série de carateristicas, e o desenvolvimento inicial, como a fase larval, é especialmente

suscetivel a mudanca de temperatura (Green e Fisher, 2004).

Figura 22 - Larvas de Argyrosomus regius aos 22 DAE a duas temperaturas, A
(15°C) e B (18°C).

Um estudo realizado por Papadaskis et al. (2013) obteve um comprimento total para
larvas de A. regius, (5 DAE: 3,66+0,45mm; 11 DAE: 5,3810,70mm; 14 DAE:
7,38+0,48mm; 20 DAE: 16,00+1,82mm) superior ao obtido neste estudo (Fig. 18 A), uma

vez que foi usada uma temperatura de cultivo superior (entre 19-23°C).

Por outro lado, Solovyev et al. (2016) cultivaram larvas de A. regius a uma
temperatura de 18,2+0,5°C e obtiveram resultados de comprimento total (0 DAE:
3,0+0,1mm; 5 DAE: 3,3+0,1mm; 9 DAE: 3,7+0,2mm; entre 13 DAE e 20 DAE:
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4,6+0,4mm) semelhantes aos resultados deste estudo para a temperatura 18,0+0,5°C
(0 DAE: 2,41+0,16mm; 5 DAE: 3,3t0,18mm; 9 DAE: 4,45+0,21mm; 13 DAE:
4,99+0,26mm; 20 DAE: 6,67+0,56mm). Comparando os resultados de ambos os
estudos, € possivel verificar que neste estudo a partir dos 13 DAE o comprimento total
foi superior, o que podera ser explicado pelas diferentes condi¢cdes de cultivo larvar
utilizadas, uma vez que foi usada uma densidade de 26 larvas L'! em contrapartida no
trabalho desenvolvido por Solovyev et al. (2016) foi usada uma densidade de 200 larvas
L. Segundo Duncan et al. (2013) um fator que afeta muito os resultados de crescimento
€ a densidade larvar. Roo et al. (2010) avaliaram o efeito da densidade larvar (50 larvas
L1e 125 larvas L) no cultivo de A. regius e verificaram que o comprimento total e peso
seco foram afetados pela densidade larvar, uma vez que as larvas cultivadas em baixa

densidade eram maiores que as cultivadas em alta densidade.

Os resultados obtidos referentes ao peso seco das larvas de A. regius mostraram
um aumento significativo em ambas as temperaturas a partir dos 10 DAE, o que
coincidiu com a introdug&o do alimento inerte, que foi introduzido pela primeira vez aos
9 DAE. Noutro estudo, também com larvas de A. regius observou-se um aumento do
peso seco apoés a introducdo da racdo aos 20 DAE (Duncan et al., 2013). Segundo
Pouséo-Ferreira et al. (2013) a introducdo precoce de alimentos inertes promove

claramente um melhor crescimento nesta espécie.

Para além da temperatura, existem outros fatores como a salinidade, concentragdo
de O, fotoperiodo e pH que possuem impactos significativos no desenvolvimento das
larvas de peixe, como sobrevivéncia, crescimento, alimentacdo e metamorfose (Le et
al., 2011).

Existem diversas condi¢es e protocolos para a producéo de larvas de corvina nos
diferentes centros de investigagdo e empresas privadas (Duncan et al., 2013), no
entanto utilizam procedimentos semelhantes, incluindo o uso de agua do mar filtrada e
esterilizacdo por UV (Solovyev et al., 2016; Roo et al.,2010), uma gama de temperatura
entre os 18-23°C (Solovyev et al., 2016; Roo et al., 2010; Vallés e Estévez, 2013; Sedki
et al., 2017; Papadaskis et al., 2013; Suzer et al., 2013), fotoperiodo 12h-12h dia-noite
(Roo et al., 2010; Sedki et al., 2017) e1l6h-8h dia-noite (Solovyev et al., 2016; Suzer et
al., 2013), a utilizacdo do método da “agua verde” (Roo et al., 2010; Vallés e Estévez,

2013; Sedki et al., 2017 Suzer et al., 2013), sdo alguns exemplos.

Além disto, os protocolos referentes a alimentacdo das larvas de A. regius
apresentam diferencas, no entanto a sequéncia dos alimentos é igual em todos os

estudos. O primeiro alimento a ser introduzido séo os rotiferos (mais comum Brachionus
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sp.) desde 3-10 DAE (Suzer et al., 2013), 3-6 DAE (Solovyev et al., 2016), 2-5 DAE
(Sedki et al., 2017). A seguir € administrada Artémia como alimento, a partir dos 12 DAE
(Suzer et al., 2013), 14-30 DAE (Valles e Estévez, 2013), 4- 15 DAE (Sedki et al., 2017).
E por fim, o alimento inerte introduz-se a partir dos 15 DAE (Suzer et al.,2013), 20 DAE
(Vallés e Estévez, 2013). Esta diferenca nos protocolos alimentares, justifica s6 por si,

diferencas no crescimento obtidas para ensaios de cultivo larvar & mesma temperatura.

6.2Aparecimento e desenvolvimento dos 6rgéos linfaticos

Neste trabalho, a sequéncia de aparecimento dos 6rgéaos linfaticos em larvas de
A. regius foi rim anterior (0 DAE), baco (6 DAE) e timo (8 DAE). Em teledsteos marinhos,
a sequéncia geral de desenvolvimento de 6rgaos linfaticos segue a seguinte ordem: rim
anterior, baco e timo (Mulero et al., 2007; Uribe et al., 2011; Klosterhoff et al., 2015),
embora o baco larval seja mais eritrécito do que linfopoiético (Zapata et al., 2006). Pelo
gue a sequéncia de desenvolvimento dos 6rgdos imunes obtida para as larvas de A.
regius neste estudo estd de acordo com o que estd descrito para outros teledsteos

marinhos (tabela Il).

Tabela Il — Aparecimento dos 6rgéos linfaticos, rim anterior, timo e bago, em diferentes espécies
de peixes.

Espécie Temperatura Rim anterior Timo Bago Referéncia
+ 18,0%0,5°C 0 dae 2,41 20,16mm 8 dae *+3,90%20,18mm 6 dae + 3,63%0,10mm Neste estudo
Argyrosomus regius - 15,0t0,7°C = 3,56%0,20mm = 3,49%0,16mm
« 22%12°C 1 dae - 8 dae 4,49 + 0,38mm 12 dae 5,691 0,76mm Campoverde et al. (2018)
Scophthalmus « 175t25°C 0 dae - 17 dae - 11 dae - Pados e Crespo (1996)
maximus
Sparus aurata = 18-20°C 0 dae 0,18-0,22cm 29 dae 0,58-0,59¢cm 12 dae 0,37-0,41cm Josefsson e Tatner (1993)
Salmao salar + 47°C 14 dpe - 22 dpe - 42 dae - Ellis (1977)
Thunnus orientalis « 27°C 1 dae - 5dae - 2 dae - Watts etal. (2003)
Peixes -

marinhos | Soleasenegalensis . - 3 dae - 9 dae - 6 dae - Cunha et al. (2003)
Paralichthys clivaceus « 20°C 0 dae - 21 dae - 8 dae - Liu et al. (2004)
Polyprion oxygeneios + 15a19°C 5 dae - 20 dae - 16 dae - Parker et al. (2012)
Gadus morhua L + 115 a17°C 5 dae - 27 dae 9 mm 6 dae 55mm Schroder et al. (1998)
Hippoglossus + B°C (até 45 dae) 0 dae 0,65-2,0mm 33 dae 0,65-2,0mm 59 dae 0,65-2,0mm Patel et al. (2009)
hippoglossus L. + 12°C (a partir 45 dae)
Rachycentron canadum | + 295+03°C 1 dae 3,8+ 0,04 mm 7 dae 54+0,20mm 5 dae 48+0,2mm Klosterhoffet al. (2015)
Epinephelus bruneus + 234t0258°C 1 dae 2,90mm 12 dae 5,01 mm 6 dae - Kato et al. (2004)
Oncorhynchus mykiss + 14°C 5dae 1,8em 5dpe 1.8cm 3 dae 1.3cm Grace and Manning (1980)

Peixes de

aguadoce "o o ool . 22%1°C 1 dae - 2 dae 0,3cm 5dae 0,5-0,6cm Botham (1981)

O aparecimento dos 6rgaos linfaticos para diversas espécies de peixes esta
contemplado tabela I, onde estéo indicados os dias apés a ecloséo (DAE) e os dias pé-
eclosdo (DPE) em que os o¢rgaos linfaticos foram observados assim como o

comprimento total das larvas no respetivo dia e a temperatura do cultivo larvar. Para
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todas as espécies, o rim anterior foi o primeiro 6rgao linfatico a aparecer, seguido pelo
baco e por fim o timo, no entanto existem algumas excec¢des como Salmo salar,
Hippoglossus hippoglossus L. e Cypricus carpio onde o timo desenvolveu-se antes do
baco (Ellis, 1977; Patel et al., 2009; Botham, 1961).

Um estudo sobre a mesma espécie de corvina (A. regius) demostrou uma
sequéncia de aparecimento dos 6rgédos linfaticos diferente, primeiro o rim anterior (1
DAE), seguindo-se o timo (8 DAE) e por fim o bago (12 DAE) (Campoverde et al., 2018).
Estas diferencas poderéo ser explicadas pelas diferentes condi¢des de cultivo utilizadas
em ambos trabalhos de investigacdo. No estudo realizado por Campoverde et al., (2018)
a temperatura de cultivo foi superior (22 + 1,2°C) e o fotoperiodo foi de 16h dia e 8 h
noite. Também o protocolo de alimentacéo aplicado foi diferente (rotiferos 2-14 DAE;
artémia 9-31 DAE e racdo 21-118 DAE) e a densidade larvar de cultivo ndo é referida.
O comprimento das larvas ao 1 DAE era de 3.15+0.1mm enquanto que neste estudo foi
de 3,0+0,2mm e de 3,1+0,2mm, para ambas as temperaturas. Além disso, o plano de
amostragens nao foi diario (1, 3, 8, 12, 15, 22, 29, 33, 40, 50, 76, 90, 104 e 118 DAE)
como no presente estudo, o que podera explicar os resultados diferentes obtidos, uma

vez que neste estudo a temperatura nao influenciou o dia de aparecimento dos 6rgéaos.

Geralmente, o desenvolvimento de ovos e larvas de peixes marinhos segue um
padrao semelhante, mas aparentemente existem grandes diferencas entre as espécies
em relacdo ao tamanho do ovo, composi¢ao do vitelo, taxas de desenvolvimento, tempo
de incubacao dos ovos, estado de desenvolvimento e tamanho no momento da ecloséo
(Falk-Petersen, 2005). Desta forma as diferencas na eclosdo, bem como o comprimento
em diferentes estadios de desenvolvimento durante o periodo larvar podem explicar a
variacdo observada nos tempos ontogénicos do desenvolvimento dos érgaos linfaticos
entre as diferentes espécies (Patel et al., 2009). Além disso, o desenvolvimento de
larvas é fortemente afetado pelas condi¢gfes de cultura, como temperatura, salinidade e
fotoperiodo (Falk-Petersen, 2005; Cordero et al., 2016). Aos 0 DAE, as larvas de corvina
apresentavam um comprimento total de 2,41+0,16 mm enquanto as larvas de
Rachycentron canadum ao 1 DAE possuiam um comprimento total de 3,8+0,04 mm
(Klosterhoff et al., 2015) tendo sido identificado o rim anterior em ambas as espécies,

sendo que as condi¢des de cultivo foram diferentes.

No entanto, as razdes anteriormente expostas ndo explicam o porqué do
aparecimento dos varios 6rgaos diferir entre peixes marinhos e de agua doce (Schroder
et al.,1998). Uma vez que para as espécies de agua doce como C.carpio L. a sequéncia

de aparecimento dos 6rgaos imunes consiste em rim anterior, timo e por fim o baco
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(tabela 1l). Segundo Zapata et al., (2006), em teledsteos de agua doce, o timo € o
primeiro 6rgao a tornar-se linfatico, embora desde cedo que o rim anterior pode conter

células hematopoiéticas, mas néao linfécitos.

Existem vérios estudos que descrevem a ontogenia e a imunocompeténcia dos
orgéos linfaticos de espécies marinhas como de agua doce. Alguns estudos descrevem
apenas o desenvolvimento morfolégico, enquanto outros descrevem também a
expressdo de genes relacionados com a imunidade (Schroder et al., 1998; Patel et
al.,2009; Cecchini et al., 2013; Ferraresso et al., 2016). No entanto, devido as variacdes
nos métodos utilizados para estudar o desenvolvimento, a comparacgdo direta entre
espécies diferentes é dificil. Além disso, a variacdo na sequéncia do desenvolvimento
de 6rgdos e o tempo que os érgdos demoram a assumir as suas fun¢des imunes tornam
a comparacao direta ainda mais dificil. Essas variagbes também podem ser causadas
por varios fatores biol6gicos, especialmente aqueles que afetam o desenvolvimento

durante os estadios iniciais da vida (Patel et al., 2009).

A comparacdo direta entre os diversos estudos que descrevem o0
desenvolvimento morfolégico durante a ontogenia dos teledsteos é dificil, apesar do
método ser o mesmo, através das técnicas de histologia. Quando é feita a observagéo
dos tecidos alguns autores sé consideram o aparecimento dos 6rgaos quando ja se
encontram parcialmente desenvolvidos, e além disso € necessario ter em conta o
namero de larvas em que séo vistos os 6rgaos para validar o seu aparecimento. Nem

todos os estudos referem o nimero de larvas onde foram observados os 6rgaos.

Neste estudo, o0 aparecimento dos 6rgaos foi validado quando foram observados
em 6 larvas de corvina no inicio da sua formacao, ou seja, a observacgéao foi baseada no
tipo de células e na sua localizagéo, nesta fase a maioria dos 6rgéos ainda ndo estavam
totalmente desenvolvidos. No entanto, os alguns estudos que revelam o nimero de
larvas onde foi observada a presenca n&o é o mesmo para todos, por exemplo Schroder
et al. (1998) no seu trabalho utilizaram 2 a 8 larvas por amostra. Por outro lado,

Papadakis et al. (2013) e Papadakis et al. (2018) utilizaram apenas 4 larvas por amostra.

O desenvolvimento dos 6érgaos linfaticos ndo corresponde necessariamente a
maturacdo da resposta imune adaptativa (Tian et al., 2009). No final deste estudo, os
orgaos linfaticos em corvina ainda estavam no inicio da sua formacao e por isso as suas
respostas imunes adaptativas estdo longe de estar desenvolvidas. Além disso a
imunocompeténcia dos peixes € determinada pelo funcionamento dos linfocitos e ndo
pelo desenvolvimento histol6gico dos 6rgaos linfaticos ou pela identificagdo morfolégica

das células linfaticas, também é necessério ter em conta que a imunidade mediada por
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células se desenvolve um pouco mais cedo do que a resposta humoral (Zapata et
al.,2006).

6.2.1 Rim anterior

Nos peixes que foram estudados anteriormente, os principais 6rgaos linfaticos ndo
estéo totalmente desenvolvidos no momento da ecloséo. No entanto, sabe-se que 0 rim
€ um 0Orgao excretor e um o6rgéo linfatico primario em peixes, que estd presente na
eclosdo com células-tronco indiferenciadas em muitas espécies de peixes (Falk-
Petersen, 2005).

Neste trabalho, o rim anterior ja se encontrava presente ho momento da eclosao (0
DAE). Noutro estudo para a mesma espécie de corvina, o rim anterior ja estava presente
no 1 DAE, era constituido por dois pronefros primordiais localizado abaixo do eixo
notocordial, com alguns tubulos renais e células hematopoiéticas (Campoverde et al.,
201).

Para outras espécies de peixes marinhos, como Scophthalmus maximus, Gadus
morhua L., S. aurata e Hippoglossus hippoglossus L. o rim também ja se encontrava
presente no momento de eclosao (tabela Il). No caso de S.maximus, o rim consiste em
elementos excretores e hematopoiéticos, um par de ductos pronéfricos, localizados
abaixo do eixo notocordial, que se estendem da regido da cabeca até ao anus. Entre
estes ductos pronéfricos apareceram células tronco indiferenciadas grandes e
arredondadas com um nucleo proeminente (Padrés e Crespo, 1996). O rim de
H.hippoglossus L. também consiste em dois tabulos paralelos localizados dorsalmente
entre 0 analogo do intestino e a notocorda, no entanto nao foram observados tecidos ou
células hematopoiéticas (Patel et al.2009). Ao 1 DAE, para a espécie Epinephelus
bruneus o rim estava presente como tabulos situados entre o saco vitelino e a notocorda
(Kato et al., 2004).

Segundo Schroder et al. (1998) o niumero de tlbulos renais e a proporcao de tecido
hematopoiético aumentam com a idade. Na espécie Paralichthys olivaceus, a massa de
tecido hemapoiético aumentou dramaticamente a medida que o peixe envelheceu,
especialmente na parte do rim anterior (Liu et al., 2004). Campoverde et al., (2018)
também verificou um aumento do nimero de tdbulos renais em larvas com 3 DAE, e em
larvas com 12 DAE, os blastos diminuiram de tamanho e mais escuros com um aumento

de células hematopoiéticas.

No entanto, as larvas foram sujeitas a diferentes temperaturas de cultivo o que

influenciou o seu crescimento que por sua vez afetou o desenvolvimento dos seus
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orgdos. Através da observacédo da figura 19 é possivel ver um menor nimero de tabulos
renais em larvas que foram cultivadas a 15°C (Fig. 19 C) do que em que foram cultivadas
a 18°C (Fig. 19 D). E para em ambas as temperaturas, no tecido hematopoiético
observaram-se células grandes e arredondadas que representam células

indiferenciadas.

A medida que o desenvolvimento progrediu constatou-se um aumento do nimero
de tdbulos renais (aos 22 DAE) para ambas as temperaturas. Contudo nas larvas
sujeitas a temperatura de 18°C, o rim anterior encontrava-se mais desenvolvido quando
comparado com o rim das larvas cultivadas a 15°C. Na figura 19 F observa-se um maior
namero de tdbulos renais e tecido hematopoiético constituido por células de menores
dimensdes e mais escuras que correspondem a células diferenciadas, possivelmente
linfocitos. Por outro lado, na figura 19 E, existe um menor nimero de tubulos renais e

tecido hematopoiético com mais células indiferenciadas.

No caso da espécie E. bruneus, aos 7 DAE, as células indiferenciadas aumentaram
em nUmero e tornaram-se menores e mais escuras e aos 15 DAE, houve um aumento
distinto no tecido hematopoiético e uma variedade de tipos de células foi evidente.
Linfocitos pequenos com nucleos profundamente corados foram evidentes aos 30 DAE
(Kato et al., 2004).

Em peixes, o rim anterior é considerado analogo & medula éssea de mamiferos
e assume funcdes hemapoiéticas. E o principal 6rgdo imunoldgico responsavel pela
fagocitose, processamento de antigenos e formacéo de IgM e memoéria imunoldgica
através de MMC’s (Carbone e Faggio (2016). Estas estruturas ndo foram observadas
neste estudo, o que indica o sistema adaptativo ainda n&o esta completamente
desenvolvido, uma vez que as suas fungdes incluem locais de deposicdo de bactérias
intracelulares, retencdo de ferro, aprisionamento de antigenos, apresentagéo a células
imunes e a recolha de produtos de degradagéo celular (Evans e Nowak, 2016). No caso
de H. hippoglossus L. apenas nos estadios de metamorfose e adulto é que foi possivel
observar os MMC’s (Patel et al., 2009). Em relag@o a espécie Polyprion oxygeneios, 0S
MMC’s foram observados pela primeira vez aos 45 DAE e o rim anterior ja era distinto,
e finalmente aos 50 DAE é que a morfologia do rim anterior sugeriu que estava

totalmente diferenciado (Parker et al., 2012).
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6.2.2. Timo

O timo foi observado pela primeira vez aos 8 DAE no presente estudo. Foram
observadas células semelhantes no rim anterior pelo € possivel que haja uma migracao
de células para iniciar a formacéo deste 6rgdo. Na ontogenia, o timo e o rim anterior
estao préximos e a migragdo entre dois 6rgaos é provavel (Watts et al., 2003). Devido
a posicao proxima do rim anterior e do timo, considerou-se que as células-troncos no
timo provém do rim anterior. Foram identificados blastos hemopoiéticos no rim antes da
diferenciacdo de linfécitos no timo e por isso acredita-se que o timo € povoado

inicialmente por células-tronco do rim anterior como referido por Liu et al. (2004).

Tal como neste estudo, Campoverde et al., (2018) também observaram o timo pela
primeira vez aos 8 DAE nas larvas de corvina, localizado dorso-posteriormente a
cavidade branquial. O timo foi encontrado numa capsula epitelial e proximo do rim
anterior. Verificaram que a medida que a larva se desenvolveu, células de menores
dimensdes com nucleos profundamente corados foram identificados como linfoblastos
ou pequenos linfocitos, sendo que aos 15 DAE, as células blasticas diminuiram e

pequenos linfécitos corados foram distinguidos.

A ontogenia e histologia do timo varia de acordo com as espécies (Biller-Takahashi
e Urbinati, 2014). Por isso o desenvolvimento inicial do timo foi estudado em vérias
espécies de peixes teledsteos, e o tempo de desenvolvimento difere entre as espécies
de acordo com os efeitos da temperatura no crescimento (Bowden et al., 2005; Uribe et
al., 2011).

Em larvas de D.labrax, apds 27 DAE desenvolveu-se um analogo do timo com
evidente aparecimento linfatico na porcao dorsal de ambas as camaras branquiais
intimamente associadas ao epitélio faringeo (Abelli et al., 1996). Por outro lado, o
primeiro analogo confiavel do timo em H.hippoglossus L. foi observado aos 33 DAE,
com o aparecimento de uma acumulacao de grandes células indiferenciadas circulares,
mais provavelmente linfoblastos, localizados perto dos arcos branquiais na parte dorsal
da cavidade faringea (Patel et al., 2009). Ja para a espécie P.olivaceus, o timo aparece
aos 21 DAE como uma estrutura dentro do epitélio da parte dorso-posterior da cavidade
faringea, perto dos arcos branquiais, voltada internamente para o rim anterior.
Constituido por células indiferenciadas, aparentemente linfoblastos, com formato
arredondado. Muitas células indiferenciadas foram vistas migrando da parte do rim
anterior para as estruturas timicas através das fibras de colageno do septo faringeo
(Padros e Crespos, 1996).
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Na maioria das espécies (tabela Il), o rim anterior e o bago j& estdo presentes antes
do aparecimento do timo, no entanto desenvolve-se rapidamente e é o primeiro 6rgéo a
tornar-se linfatico, mesmo antes do rim anterior. As células-tronco hematopoiéticas
parecem estar presentes no rim anterior na eclosao, e isso confirma a nocao de que o
rim anterior é o principal érgéo linfatico em peixes e que o timo é colonizado por células-

tronco originarias do rim anterior (Schroder et al., 1998; Falk-Petersen, 2005).

Para o teledsteo de agua doce, como C. carpio L., o analogo do timo foi observado
acima dos arcos branquiais aos 2 DAE. Aos 4 DAE, o nimero de células presentes
aumentou, tendo sido sugerido serem linfoblastos. Nesta fase o timo ndo se encontrava
encapsulado, mas células semelhantes a fibroblastos nas proximidades do 6rgao
pareciam estar a forma uma capsula em torno dele. Aos 8 DAE, no timo de larvas de C.

carpio L. as células predominantes eram linfécitos maduros (Botham e Manning, 1981).

Em Acipenser oxyrinchus, o timo foi visivel pela primeira aos 48 DAE e nos grupos
etarios mais velhos, era um érgao bilateral em todos os individuos e consistia num cortex
externo e numa medula interna, onde se encontravam basdfilos redondos identificados

como timocitos (Grandi et al., 2014).

Sabe-se que a estrutura do timo é altamente variavel entre as espécies (Carbone e
Faggio, 2016) e que é o local hematopoiético central para a producéo de células T que
atuam como principais agentes do sistema imune adaptativo em vertebrados (Ma et al.,
2013).

6.2.3. Bago

No presente estudo, nas larvas de corvina, o baco foi observado pela primeira
vez aos 6 DAE, por outro lado, a primeira evidéncia do bac¢o nas larvas de corvinas no
estudo de Campoverde et al. (2018) foi aos 12 DAE formado por alguns blastdcitos.
Conforme o desenvolvimento da larva progrediu, o bago mostrou uma mudanca na sua
forma inicial de uma bola solta de células blasticas e glébulos vermelhos, pequenos
aglomerados esféricos de células mesenquimais proximas do pancreas exdcrino e da

parede do intestino, o que também se verificou neste estudo.

Aos 22 DAE, no baco das larvas de A .regius da temperatura quente apesar estar
mais desenvolvido, ainda ndo era possivel diferenciar entre a polpa vermelha e a polpa
branca (Fig 21 F). Neste estado de desenvolvimento, o bago continuava a apresentam
uma forma circular e encontrava-se na cavidade abdominal proximo do pancreas e do

intestino, também ja possuia uma capsula a sua volta.
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Noutras espécies 0 aparecimento do baco da-se mais cedo, tal como em R.
canadum, onde foi observado pela primeira vez aos 5 DAE composto por algumas
células esplénicas na cavidade peritoneal adjacente a parede do intestino e ao lado do
tecido pancreatico (Klosterhoff et al., 2015). Em larvas de P. olivaceus, aos 8 DAE foi
possivel identificar o baco. O bagco aumentou rapidamente e tornou-se esférico aos 40
DAE (Liu et al., 2004). Em Oncorhynchus mykiss, o baco aparece aos 3 DAE e parece
ser quase inteiramente eritrécito. E aos 25 DAE, o baco apresentava um caréter linfatico.
Nao foram observadas areas 6bvias de polpa vermelha e branca no baco em nenhum

estagio até o final do estudo elaborado por Grace e Manning., 1980.

Noutras espécies 0 seu aparecimento é posterior tal como em A.oxyrinchus, o
baco foi visivel numa larva com 33 DAE e foi consistentemente observado em peixes
mais velhos. Apresentava uma forma triangular alongada e estava localizado na parede
abdominal ventro-lateral ao pancreas e adjacente e lateral & parede intestinal e porcao
terminal do estdmago e péancreas. E foi caracterizado pela presenca de foliculos
mieloides com principalmente células basofilicas (polpa branca) circundando grandes
artérias. Os eritrocitos que formam a polpa vermelha foram encontrados em vasos

sanguineos elipsoidais e espalhados entre os foliculos (Gradil et al., 2014).

O primeiro analogo do bago em H. hippoglossus L. poderia ser observado aos
59 DAE como um pequeno 6rgao encapsulado consistindo num pequeno aglomerado
de eritrocitos, células reticulares primitivas e sinusoides primitivos. O bago esta
intimamente associado ao pancreas e aumenta rapidamente de tamanho, adquirindo
uma forma esférica. Mais tarde, aos 66 DAE, o 6rgdo comecou a se diferenciar em polpa

vermelha e branca (Patel et al., 2009).

O bacgo contém um sistema de elipsoides esplénicos, MMCs e tecido linfatico
com fungéo na fagocitose e captura de antigenos (Xu et al., 2018). Até ao final deste
estudo ndo foram observadas estas estruturas caracteristicas neste 6rgéo, o que indica
gue o 6rgdo ndo esta completamente desenvolvido, pelo que as suas fungdes de defesa
imunes ainda ndo estao ativas. O baco funciona como um importante 6érgao imunoldgico
secundario que produz grandes quantidades de células B IgM *. Além disso, é o local
principal onde ocorre o processamento de antigenos contra microrganismos
patogénicos, por consequente tem um efeito importante no inicio da resposta imune
adaptativa (Qin et al., 2017).

No baco de peixes 0sseos, 0s linfocitos tornam-se detetaveis somente depois de
estarem presentes no timo e no rim; uma observacdo compativel com o papel presumido

do timo e do rim como tecidos linfopoiéticos, e do baco como érgao linfatico secundario
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(Boehm et al, 2012). Como é um 0rgdo secundario € provavel que o seu
desenvolvimento demore mais tempo em relacéo ao desenvolvimento dos outros 6rgaos

do sistema imunitéario, como o timo e o rim anterior, que sdo 6rgdos primarios.

Além disso, o baco larvar é um 6rgdo mais eritrocito do que linfopoiético (Zapata et
al., 2006) porque uma das fungBes do bago € o armazenamento e a producgdo de
eritrcitos (eritropoiese) e a destruicdo de células sanguineas envelhecidas e afetadas
(Li etal., 2017). O fato de assumir fungdes hematopoiéticas, como produzir eritrocitos e
linfocitos, pode explicar o desenvolvimento mais demorado deste 6rgéo linfatico, uma

vez que o rim anterior e o timo ja desempenham funcdes de defesa.
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7. Concluséao e Perspetivas Futuras

Argyrosomus regius € uma espécie emergente em aquacultura e o seu cultivo tem
vindo a aumentar, pelo que é importante estudar e conhecer o seu sistema imunitario
para evitar e prevenir surtos de doencgas infeciosas. Um maior conhecimento sobre o
sistema imunitario permite a aplicacdo de medidas profilaticas eficazes, para que os

peixes adquiram resisténcia em vez de tolerancia as doencas.

Na corvina os érgaos linfaticos apareceram pela sequéncia descrita para espécies
marinhas: rim anterior (0 DAE), baco (6 DAE) e timo (8 DAE). A temperatura nao
influenciou o aparecimento dos érgdos uma vez que apareceram nos mesmos dias em

ambas as temperaturas (15° e 18°C).

Contudo, a temperatura afetou o crescimento das larvas, tendo sido verificado um
crescimento significativamente maior nas larvas que foram cultivadas a 18°C em relagéo

as larvas cultivadas a 15°C.

Nas larvas de A.regius verificou-se apenas que o dia do aparecimento do ba¢o ndo
coincidiu com um estudo realizado por outros autores na mesma espécie. No entanto

nao houve diferencas morfolégicas dos érgaos e na sua localizacao.

Além disso, a comparacado direta entre as diferentes espécies nao é facil, por
diversos motivos, o fato de ser um grupo de organismos diversificados, pelo que exigem
condic¢@es de cultivo diferentes, a utilizacdo de distintas abordagens e critérios diferentes

de observacao/ validacéo dos 6rgaos.

Desta forma era necessario continuar a acompanhar o desenvolvimento dos 6rgaos
linfaticos nas larvas de corvina complementando com o estudo da diferenciacdo dos
linfécitos, a determinag@o do aparecimento dos anticorpos, como a IgM assim como

estudar os genes envolvidos nas respostas imunes.
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Anexos

Anexo 1 — Procedimento utilizado no processador de tecidos

_ Programa 3

1 Alcool a 80% 1h

2 Alcool a 96% 2h

3 Alcool a 96% 2h

4 Alcool a 96% 2h

5 Alcool a 99% 1h

6 Alcool a 99% 1h

7 Alcool a 99% 1h

8 Alcool a 99% + xilol (1:1) 1h

9 Xilol 1h

10 | Xilol 1h

11 | Xilol + parafina (1/4:1) 3h vécuo

12 | Parafina 3h vacuo
Total 19h

Anexo 2 — Protocolo de coloracdo Hematoxilina e Eosina utilizado

Coloracéo Hematoxilina e Eosina (45 min)

Tinan® Reagente Tempo Observacfes
1 Xilol 15 min 15 min quando as laminas ndo estiveram na
estufa
2 Xilol 6 imersdes
3 Alcool a 100% 6 imersbes
4 Alcool a 100% 6 imersdes
5 Alcool a 96% 6 imersées
6 Alcool a 70% 6 imersées
7 Alcool a 50% 6 imersées
8 Agua destilada 2 min
9 Hematoxilina 10 min Pode ser necessério mais tempo
10 Agua da torneira 5 min
11 Alcool acido 2 min
12 Agua da torneira 5 min
13 Alcool a 96% 3 min
14 Eosina 30 seg Pode ser necessério mais tempo
15 Agua da torneira 30 seg Enxaguar
16 Alcool a 96% 6 imersées
17 Alcool a 96% 6 imersdes
18 Alcool a 100% 6 imersées
19 Alcool a 100% 6 imersées
20 Xilol Até clarear Cerca de 25 min
21 Xilol 2 min
22 Xilol 2 min
23 Xilol Até a montagem
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