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Resumo

Na aquacultura, os patdégenos de origem bacteriana estdo entre as principais causas
de perdas econdmicas. Entre estes patdgenos, destacam-se a Photobacterium damselae
subsp. piscicida e o Vibrio anguillarum, agentes etiolégicos da pasteurelose e da vibriose,
respetivamente. Para a aplicagdo de medidas de prevengao e controlo das patologias que
afetam a aquacultura, é necessario o estudo da interagao entre os hospedeiros e os agentes
patogénicos. Foram efetuados trés ensaios time course no edificio CETEMARES (Politécnico
de Leiria, Peniche, Portugal), que consistiram na infegcao intraperitoneal de individuos de
dourada de diferentes pesos (40 £ 7,30 g e 9,8 + 2,20 g) com Photobacterium damselae subsp.
piscicida (10° UFC g e a infegdo de individuos de robalo (25,5 + 8,18 g) com V. anguillarum
(10% UFCg"). Foi realizada uma amostragem de 12 individuos antes da infe¢gdo (OH) e os
individuos de restantes foram selecionados aleatoriamente, e infetados com de PBS (grupo
de controlo) e 100 pyL de bactéria (grupo de infecdo), e distribuidos em seis sistemas de
recirculacao (triplicados para cada condi¢do). Foram amostrados dois individuos por tanque
(n=6) as 3H, 6H, 9H, 24H, 48H e tempo final, apds a infegdo. Os parametros amostrados

foram para a analise hematoldgica, resposta imune e stress oxidativo.

Foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os diferentes
tempos de amostragem na grande maioria dos parametros estudados. Comparando as
interacbes dos individuos de dourada de diferentes pesos com a Photobacterium damselae
subsp. piscicida, estas demonstraram diferentes respostas a infegdo, principalmente na
mortalidade, hematdcrito, hemoglobina e catalase, e os individuos de maior peso
demonstraram uma resposta mais eficaz a infegdo, como observado nos valores de neutrofilos
€ mondcitos. Na interacao entre os individuos de robalo e o Vibrio anguillarum, foi possivel
observar-se a interagao da bactéria com o organismo principalmente ao nivel dos parametros
hematoldgicos, principalmente nos valores de eritrocitos, hematécrito, neutréfilos, mondcitos
e linfécitos. Em estudos futuros, propde-se o estudo da interagcao de patégenos bacterianos
com diferentes espécies de peixe em fases distintas do ciclo de vida, de modo a observar as
diferencas na interacdo com o patégeno, a determinagao de outros parametros de resposta
imune, como a atividade bactericida e atividade do complemento, a recolha de érgaos alvos
dos patdégenos para analise histolégica e/ou imunohistoquimica e a avaliagdo do efeito

modulatério da infegao experimental na expressao de genes pro e anti-inflamatérios.

Palavras-chave: Aquacultura, Hematologia, Patologia, Resposta imune, Stress oxidativo,

Time course.
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Abstract

In aquaculture, pathogens of bacterial origin are among the main causes of economic
losses. Among these pathogens, Photobacterium damselae subsp. piscicida and Vibrio
anguillarum stand out, the etiological agents of pasteurellosis and vibriosis, respectively. For
the application of measures to prevent and control pathologies affecting aquaculture, it is
necessary to study the interaction between hosts and pathogens. Three time course trials were
carried out in the CETEMARES building (Politécnico de Leiria, Peniche, Portugal), which
consisted of intraperitoneal infection of sea bream individuals of different weights (40+7.30 g
and 9.8 + 2.20 g) with Photobacterium damselae subsp. piscicida (10° CFU g') and the
infection of bass individuals (25.5 + 8.18 g) with V. anguillarum (10° UFCg"'). Twelve
individuals were sampled before infection (OH) and the remaining individuals were randomly
selected, infected with PBS (control group) and 100 uL of bacteria (infection group), and
distributed in six recirculation systems (triplicates for each condition). Two individuals were
sampled per tank (n=6) at 3H, 6H, 9H, 24H, 48H and final time after infection. The parameters

sampled were for hematological analysis, immune response, and oxidative stress.

Statistically significant differences were observed between the different sampling times
in most of the studied parameters. Comparing the interactions of sea bream individuals of
different weights with Photobacterium damselae subsp. piscicida, these demonstrated
different responses to the infection, mainly in mortality, hematocrit, hemoglobin and catalase,
and the higher weight individuals demonstrated a more effective response to the infection, as
observed in the values of neutrophils and monocytes. In the interaction between sea bass
individuals and Vibrio anguillarum, it was possible to observe the interaction of the bacterium
with the organism mainly at the level of hematological parameters, especially in the values of
erythrocytes, hematocrit, neutrophils, monocytes and lymphocytes. In future studies, it is
proposed the study of the interaction between bacterial pathogens and different fish species
in different phases of the life cycle, in order to observe the differences in interaction with the
pathogen, the determination of other parameters of immune response, such as bactericidal
activity and complement activity, the collection of target organs of pathogens for histological
and/or immunohistochemical analysis and the evaluation of the modulatory effect of

experimental infection on the expression of pro and anti-inflammatory genes.

Keywords: Aquaculture, Haematology, Immune response, Oxidative Stress, Pathology, Time

course.
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1. Introducgao

De acordo com o relatério do estado dos recursos pesqueiros e da aquacultura, esta
€ descrita como o cultivo de animais aquaticos (como peixes, moluscos e crustaceos) e de
plantas aquaticas. Trata-se do setor de produgao alimentar com crescimento mais rapido, com
um crescimento anual de 5,8% no periodo de 2000-2016 (FAO, 2020) e, em 2030, é
expectavel que venha a ser a fonte principal de todo o pescado para consumo humano (Fazio,
2019).

Para satisfazer a necessidade de alimento numa populagdo mundial em crescimento,
a producgao aquicola tem que aumentar de modo a perfazer a diferenga entre a procura e
demanda, visto que a produgdo de pescado pelo setor das pescas tem estado estagnada
desde a década de 1980 (Ahmed e Thompson, 2019). A produgéo aquicola de pescado foi de
82,1 milhdes de toneladas em 2018 (Figura 1) (FAO, 2020).

AQUACULTURE

MILLION TONNES

CAPTURE

1950 1954 1958 1962 196 1970 1974 1978 1982 1966 1990 1994 1998 2002 2006 2010 2014 2018

B Capture fisheries — inland waters [ Capture fisheries — marine waters M Aguoculture — inlond waters ] Aquaculture — marine waters

Figura 1: Capturas e produgéo de aquacultura mundiais (FAO, 2020).

As espécies de peixe mais produzidas em Portugal sdo o pregado (Scophthalmus.
maximus) (23,2%), a dourada (Sparus aurata) (8,8%), o robalo (Dicentrarchus labrax) (5,9%)
e o linguado (Solea sp.) (1,3%), (Figura 2) (Agéncia Portuguesa do Ambiente, 2019). A
producdo aquicola, assim como o seu valor, aumentaram 11,5% e 10,6%, em 2016 e 2017,
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respetivamente. Houve um aumento da produgao de pregado (S. maximus) e de robalo (D.

labrax), mas um decréscimo da produgao de dourada (S. aurata) (DGRM e INE, 2019).

Entre as varias espécies de peixes marinhos, a dourada destaca-se pelo seu interesse
comercial, importancia econémica e elevado consumo. Além disso, demonstra varios aspetos
biolégicos que sao favoraveis para a sua produgao, tais como ser um organismo eurihalino,
viver em comunidade, tolerar elevadas densidades populacionais, e ser uma das principais
espécies mediterranicas produzidas na industria da aquacultura (Fazio et al., 2013). O cultivo
de robalo é muito semelhante ao da dourada, sendo uma espécie cultivada ha muitos anos.
O seu crescimento & mais lento, mas o seu valor comercial € mais elevado. No entanto, ao
contrario da dourada, o seu manuseamento é mais dificil, pois entram em stress com
facilidade, sao sensiveis a luz e demonstram um comportamento mais agressivo (Ortega,
2013).

145% MexilhGes
59% Robalo
49% Outro
24% Berbigao
13% Linguado
12% Diversos
232% Pregado
32,8% Améijoa
100% Ostras
8,8% Dourada

- -

0000

Figura 2: Espécies mais produzidas em Portugal, em 2019 (Agéncia Portuguesa do Ambiente, 2019).

Os surtos patolégicos podem ser de origem bacteriana, viral, parasitica ou flngica
(Dadar et al., 2017), estando os patdgenos bacterianos entre as principais causas de perdas
econdmicas em aquaculturas (Akayli et al., 2018). Os principais patégenos bacterianos que
afetam a dourada e o robalo sdo Photobacterium damselae subsp. piscicida, Vibrio
anquillarum, Pseudomonas anguilliseptica (Toranzo et al., 2005) e Tenacibaculum maritimum
(FAO, 2017).

A ocorréncia e desenvolvimento de uma patologia € o resultado da interagédo entre o

agente patogénico, o hospedeiro e o ambiente (Snieszko, 1974). Para a aplicagéo de medidas
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de prevencgao e controlo das patologias que afetam a aquacultura, € necessario o estudo da
biologia dos hospedeiros e das caracteristicas dos microrganismos patogénicos para os
peixes, assim como a compreensao dos fatores ambientais que os afetam (Toranzo et al.,
2009).

Devido a sua importancia e impacto na aquacultura, as bactérias utilizadas neste
estudo foram Photobacterium damselae subsp. piscicida (Phdp) e Vibrio anguillarum,
bactérias causadoras da fotobacteriose e vibriose, respetivamente. A fotobacteriose tem vindo
a causar problemas graves na aquacultura de varias espécies no mar Mediterraneo (Costa et
al., 2017; Essam et al., 2015), sendo um fator limitante da producao de dourada e de robalo
(Romalde, 2002). V. anguillarum € o agente causador da vibriose, uma septicémia

hemorragica fatal que resulta em elevadas perdas econdmicas (Shefat, 2019).

O agente etiolégico que causa a fotobacteriose é a Phdp, uma bactéria Gram-negativa
da familia Vibrionaceae, anaerdbia facultativa, sem mobilidade, originalmente isolada num
surto em Roccus americanus, em Chesapeake Bay, EUA (Snieszko et al., 1964). A
temperatura 6tima de cultivo desta bactéria é entre 22,5-30°C (Romalde, 2002). A presenca
desta bactéria em Portugal foi descrita pela primeira vez em 1996, tendo sido isolada em
dourada (Baptista et al., 1996). Esta patologia é reconhecida como sendo ameacgadora para
a produgcdo de aquacultura marinha mundial, devido a grande variedade de organismos
hospedeiros, como o robalo (D. labrax), dourada (S. aurata) e linguado (Solea spp.) no
Mediterraneo, hibrido de “striped bass” (Morone saxatilis x Morone chrysops) nos Estados
Unidos (Bakopoulos et al., 2004) e Seriola quinqueradiata no Japao (Toranzo, 2004; Vale et
al., 2003). Esta bactéria causa elevadas taxas de mortalidade, tem ampla distribuicdo
geografica e uma elevada resisténcia a antibidticos (Costas et al., 2013; Vale et al., 2005).
Existem algumas vacinas vivas atenuadas e bacterinas de proteinas membranares ou
citoplasmicas que proporcionam protecao limitada contra este patégeno, mas que tém um

elevado custo de producgao (Eto et al., 2019).

Em temperaturas baixas, os peixes podem ser portadores do patégeno como uma
infecao subclinica durante longos periodos de tempo (Toranzo et al., 2005). Para além da
temperatura, a qualidade da agua de cultivo e o sfress a que os organismos estao sujeitos
influenciam o desenvolvimento da fotobacteriose (Avci et al., 2013). Esta patologia apresenta

uma forma aguda, que se manifesta numa septicémia grave, e uma forma crdnica,
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caracterizada pela presencga de pontos brancos que consistem em acumulacdes bacterianas
no espagco intersticial (Avci et al., 2013; Thune et al., 1993), particularmente no rim e no bago
(Toranzo et al., 2005). A forma aguda da patologia € a mais comum, em que os individuos
apresentam também sinais de letargia, perda de equilibrio, taxas de ventilagdo elevadas, e
sdo observadas poucas lesdes externas nos organismos infetados, independentemente da
espécie (Hawke, 2012). Em varios estudos, foram observadas alteragdes histoldgicas em
peixes infetados com Phdp, tais como hemorragias no bago, figado e rim, necrose no bago,
brénquias e figado, e destruigao das lamelas branquiais (Avci et al., 2013; Essam et al., 2016;
Mladineo et al., 2006; Poulos et al., 2004; Toranzo et al., 1991).

As capacidades de aderéncia e invasao das bactérias sdo ferramentas essenciais nos
estagios iniciais de infecdo (Romalde, 2002). A Phdp foi descrita como possuir fracos
mecanismos de adesao as células de defesa dos peixes, mas elevada capacidade de adesao
ao intestino dos peixes e sdo capazes de sobreviver varios dias nas células do hospedeiro e
de se propagar para células adjacentes (Romalde, 2002). Os produtos extracelulares (ECP’s)
sdo produzidos por bactérias patogénicas para facilitar a captagao de nutrientes do ambiente
envolvente e para a penetragdo e sobrevivéncia do patégeno dentro do hospedeiro. Esta
bactéria também secreta ECP’s considerados letais para diferentes espécies de peixes e ratos
(Magarinos et al., 1992). Estes produtos sao fatores-chave para a invasao desta bactéria, em
particular uma exotoxina (AIP56), que provoca a apoptose de macréfagos e neutrofilos em
robalo (Vale et al., 2005). Phdp também possui a capacidade de utilizar a hemina e
hemoglobina do hospedeiro como fontes de ferro (Magarifios et al., 1994). O material capsular
de polissacarideos também é uma parte importante na patogénese desta bactéria, conferindo
resisténcia ao soro e aumentando a mortalidade dos hospedeiros (Andreoni e Magnani, 2014).
Estes mecanismos podem provocar a destruigdo dos tecidos do hospedeiro e hemorragias,
tendo um papel importante na colonizacao, invasao e disseminacao do patégeno bacteriano

dentro do hospedeiro (Labella et al., 2011).

As bactérias do género Vibrio sao membros importantes do ambiente marinho,
algumas espécies sendo saprofitas, simbiodticas ou patogénicas para espécies marinhas ou
para o homem (Austin et al., 2005). Vibrio anguillarum é uma das espécies da familia
Vibrionaceae que causa patologias de grande importancia econdémica nas aquaculturas
marinhas (Toranzo et al., 2005). Trata-se de uma bactéria Gram-negativa e anaerobia
facultativa que apresenta uma forma em virgula (vibridao) e flagelos polares, ndo formando

esporos (Frans et al., 2011). A temperatura 6tima de crescimento deste patdgeno é entre os
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30°C e 34°C (Guérin-Faublée et al., 1995). Apesar desta bactéria ser halofilica e crescer em
salinidades entre 1-2, a sua motilidade € melhorada com uma salinidade superior (Hickey e
Lee, 2018). A infegdo ocorre, na maioria dos casos, através da penetragao da epiderme dos
peixes (Spanggaard et al., 2000), nomeadamente através de ferimentos ou de uma zona

danificada da camada mucosa (Frans et al., 2011).

A vibriose afeta um elevado espectro de espécies de aguas tanto quentes como frias
de elevada importancia econémica, tais como o salmao do Atlantico (Salmo salar), salmao do
Pacifico (Onchorynchus spp.), truta arco-iris (O. mykiss), pregado (S. maximus), robalo (D.
labrax), dourada (S. aurata), robalo riscado (M. saxatilis), bacalhau (Gadus morhua), enguia
Europeia (Anguilla anguilla), enguia Japonesa (A. japonica) e ayu (Plecoglossus altivelis)
(Toranzo et al., 2005; Toranzo e Barja, 1990). Além destas espécies, esta patologia afeta
também moluscos e camardes (Demircan e Candan, 2006; Frans et al., 2011; Hickey e Lee,
2018). Este patdgeno é estritamente marinho, os surtos da patologia ocorrendo apenas em
aguas marinhas ou salobras, normalmente em areas temperadas e no verao. A sua ocorréncia
em aguas com temperaturas mais elevadas esta relacionada com um aumento da atividade
bacteriana e um decréscimo da capacidade imunoldgica nas populagbes afetadas, podendo
estar também associada ao manuseamento dos individuos (Colquhoun e Lillehaug, 2014).
Outros fatores que podem despoletar o aparecimento desta doenga incluem o stress quimico,
como a qualidade da agua e composi¢ao da dieta e o stress bioldégico, como a densidade

populacional e presencga de outros organismos na agua de cultivo (Frans et al., 2011).

Em casos agudos da patologia, a propagacao da infegcao é tao rapida que a maioria
dos individuos afetados morrem sem apresentar sinais clinicos (Frans et al., 2011). Esta
patologia é caracterizada pela ocorréncia de septicémia hemorragica visivel na base das
barbatanas e boca, exoftalmia e opacidade da cérnea (Singh et al., 2014), podendo também
ocorrer letargia, perda de apetite, Ulceras internas e externas, distensdo abdominal, petéquias,
necrose, formacao de bolhas nos tecidos musculares, mortalidade (Hickey e Lee, 2018) e a
acumulacao de um liquido viscoso com vestigios de sangue nos intestinos (Akayli et al., 2018).
Em varios estudos, foram observadas alteragdes histopatoldgicas em peixes infetados com
V. anguillarum, tais como hemorragias nas branquias, bago, figado, musculo e rim, e necrose
nos musculos esqueléticos e bago, com degradagao grave do epitélio mucoso dos intestinos
(Akayli et al., 2018; Roberts, 2012).



Os fatores de viruléncia do V. anguillarum podem ser classificados em trés categorias:
| — 0s necessarios para a quimiotaxia e mobilidade; Il — os necessarios para a adesdo e
invasao; e lll — os necessarios para a proliferagéo e persisténcia bacterianas (Frans et al.,
2013). Relativamente a quimiotaxia e mobilidade, esta bactéria possui quimiotaxia para
componentes presentes na camada mucosa da pele e do intestino, e um flagelo que Ihe atribui

movimento ativo (Frans et al., 2011), ambos da categoria | (O'Toole et al., 1996).

Entre os diversos fatores englobados na categoria Il, V. anguillarum secreta uma
metaloprotease com zinco que degrada os tecidos do hospedeiro, resultando nas lesdes
visiveis em organismos infetados (Hickey e Lee, 2018), e que lhe permite a colonizacdo e
penetracao do peixe. Possui também hemolisinas bacterianas, exotoxinas que causam a lise
de eritrécitos, mastocitos, neutrdéfilos e células polimorfonucleares (Frans et al., 2011). Quanto
aos fatores da categoria lll, V. anguillarum é resistente a bilis e produz biofilme que aumenta
a sua capacidade de se manter viavel em condi¢cbes de stress (Hickey e Lee, 2018) e possui
um sistema de sequestro de ferro, que lhe permite obter ferro a partir das células do
hospedeiro (Weber, 2010).

O estudo das caracteristicas hematolégicas das principais espécies de peixes
produzidas € uma ferramenta importante para o desenvolvimento do setor da aquacultura. O
perfil hematoldgico de um peixe de cultivo fornece informagao acerca do estado de saude do
peixe (Fazio, 2019) e da qualidade da agua em que este se encontra, auxiliando a avaliagao
da relagao entre a saude do peixe e a qualidade da agua, e a determinacao da suscetibilidade
do organismo as alteragdes nas condigcdes ambientais (Faggio et al., 2014). A hematologia
tem um papel especialmente importante pois trata-se de um método néo-letal e de baixo custo,
para o diagnéstico de patologias (Fazio, 2019; Satheeshkumar et al., 2012). A identificagédo
da morfologia das células sanguineas, a determinacdo do hematdcrito (PCV, packed cell
volume), a obtencado das contagens totais de eritrocitos e leucécitos, e de indices como o
volume celular médio, concentragdo de hemoglobina e média corpuscular de hemoglobina

sao ferramentas hematolégicas Uteis no diagndstico de patologias (Clauss et al., 2008).

Existem cinco principais tipos de leucdcitos (linfécitos, mondcitos, neutrofilos,
eosindfilos e basodfilos), cada um com um papel diferente na resposta a presenga de
organismos ou substancias externos ao organismo (Erhunmwunse e Ewere, 2014). Os

neutréfilos sdo importantes componentes do sistema inato que protegem o organismo contra
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uma infegdo microbiana. As fungdes destas células incluem fagocitose, quimiotaxia e
atividade bactericida (Katzenback et al., 2012). Quando ativados os neutrdfilos libertam
peréxido de hidrogénio e mieloperoxidase. Os linfécitos sdo o tipo de leucdcito mais comum
e variavel em peixes teledsteos e elasmobranquios saudaveis, tendo um papel importante na

imunidade humoral e mediada por células (Clauss et al., 2008).

Os trombdcitos diferem dos varios tipos de leucdécitos por possuirem estruturas
vesiculares e microtubulares no citoplasma (Silva et al., 2012). Podem ser comparados com
as plaquetas sanguineas nos mamiferos, participando na coagulagao sanguinea, prevenindo

a perda de sangue por hemorragias (Mazon et al., 2002).

E necessario um conhecimento aprofundado dos mecanismos do sistema imune e
células imunitarias envolvidas nas interacdes entre patdégeno e hospedeiro para conhecer e
resolver os problemas da aquacultura atual, como patologias emergentes, a utilizagdo de
antibidticos, a introducdo de novas espécies, alteragcdes climaticas e poluicdo (Thompson,
2017).

O sistema imune dos peixes teledsteos depende do sistema inato e adquirido, que
interagem de modo a proteger o corpo de substancias exdgenas, como microrganismos e
toxinas (Biller e Takahashi, 2018). O sistema imune inato é a primeira linha de defesa contra
infecdes ou patologias, possuindo trés mecanismos de defesa, barreiras fisicas, componentes
celulares e humorais. As barreiras fisicas previnem a entrada do patégeno, e incluem o muco,
pele, branquias e camada epitelial do sistema gastrointestinal. Os componentes celulares
como mondcitos, macrofagos, granuldcitos, entre outros. Relativamente a componente
humoral sdo mediadas através de macromoléculas libertadas para os fluidos extracelulares
ap6s uma infecdo por um patégeno, por exemplo lisozima, sistema do complemento e
interferdo. O sistema imune adaptativo é ativado quando o patdégeno persiste no individuo
infetado, e € composto por componentes celulares e humorais, como células B, anticorpos
IgM, IgD e IgW (Smith et al., 2019).

O sistema do complemento é uma parte essencial do sistema imune inato, e consiste
numa complexa cascata de enzimas, composto por varias glicoproteinas inativas, que podem

ser ativadas por uma das trés vias de ativagao conhecidas: classica, alternativa e mediada
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por lectinas (Katzenback et al., 2012). E composto por mais do que 35 proteinas solUveis que
sédo expressas no figado e libertadas no plasma. As fungdes do sistema do complemento
incluem atividade litica (para virus, bactérias e parasitas) e neutralizagao de exotoxinas dos
patdgenos. As proteinas ativadas podem também fornecer um alerta da presenga, no
hospedeiro, de potenciais patdgenos contribuindo assim para a degradacao dos patdgenos
através do recrutamento de células imunes e através da opsonizagdo (Holland e Lambris,
2002).

A peroxidase, libertada pelos granulos citoplasmicos dos fagdcitos, participa na
resposta oxidativa contra os patdgenos. Sabe-se que os niveis de peroxidase no plasma
aumentam como resposta a uma infecao (Alvarez-Pellitero, 2008). Entao, as peroxidases
libertadas no sangue sao frequentemente utilizadas como um indicador do estado imunolégico
ativo dos leucdcitos circulantes. Lisozima é uma enzima muito util contra patégenos,
especialmente bactérias Gram-positivas, por estas possuirem uma camada externa de
peptidoglicano (Yano, 1996). Com a origem dos leucdcitos, a lisozima é amplamente
distribuida nos bacteriéfagos, micrébios, invertebrados e vertebrados e € encontrada numa
grande variedade de secre¢cdes como 0 muco, tecido linfatico e soro (Saurabh e Sahoo, 2008).
A tripsina € uma protease extracelular digestiva, sintetizada nas células granulares do tecido
pancreatico, ndo possuindo um substrato natural no corpo do peixe, a sua presencga no plasma
do sangue sendo um risco para as proteinas ai contidas (Braun et al., 1990). A atividade
inibitdria da tripsina representa a capacidade do peixe de contrariar os mecanismos ativados

pelos patégenos para evadir o seu sistema imune (Henry et al., 2018).

A pesquisa de enzimas antioxidantes no figado pode fornecer uma boa avaliagdo do
estado antioxidante de um individuo. O stress oxidativo ocorre quando existe um desequilibrio
entre os niveis de producgéo de espécies de oxigénio reativas (ROS) e de antioxidantes (Biller
e Takahashi, 2018; Blier, 2014; Costa-Silva et al., 2015). As ROS produzidas, e os resultantes
radicais livres, sdo o resultado de mecanismos de metabolismo celular comuns, uma elevada
gama destes compostos sendo considerada elementos-chave em varias vias metabdlicas e
na defesa dos organismos. Os subprodutos destas reagdes podem ser potentes bactericidas,
que participam ativamente na destruicdo de patdgenos invasores (Biller e Takahashi, 2018).
A ocorréncia de stress oxidativo, foi correlacionada com uma suscetibilidade a diferentes
fatores stressantes bidticos ou abidticos e ao desenvolvimento de diversas patologias (Blier,
2014). Os organismos aquaticos desenvolveram um sistema de modo a prevenir ou reparar

os efeitos do stress oxidativo, podendo ser através de antioxidantes de origem enzimatica,
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tais como a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), ou a glutationa peroxidase (GPX),
ou através de moléculas ndo enzimaticas, tais como o acido ascorbico e a glutationa (Birnie-
Gauvin et al., 2017). Quando as espécies ROS nao sao neutralizadas, estas podem reagir
com os lipidos das membranas celulares (Ahmad et al., 2000), induzindo a peroxidagéo
lipidica, considerada uma das principais consequéncias do stress oxidativo (Hermes Lima,
2004; Modesto e Martinez, 2010).

Os ensaios em time course tém como objetivo o estudo da resposta, a curto prazo do
hospedeiro, a infegdo com o patégeno. Para tal, sdo feitas amostragens, durante um periodo,
separadas por curtos intervalos de tempo apds a infecdo, de modo a estudar varios

parametros de resposta imune e stress oxidativo.

Este estudo esta englobado no projeto BEAAQUAHEALTH — Rastreio nacional de
patologias de peixes de aquacultura: uma aposta na prevencdo (MAR-02.05.01-FEAMP-
0013). Este projeto visa estudar os principais patdégenos (bactérias, virus e parasitas) ao longo
do ciclo de vida de espécies cultivadas em Portugal e a sua prevaléncia. Os objetivos sdo o
estudo de marcadores hematoldgicos e imunolégicos e a compreensao das interagdes entre
organismo hospedeiro e patdégeno nas espécies mais produzidas em aquaculturas

portuguesas em relagdo aos principais patdégenos que as afetam.

Esta dissertagdo tem como objetivos o estudo das interagbes entre hospedeiro-
patdgeno em douradas em diferentes fases do seu ciclo de vida infetadas com
Photobacterium damselae subsp. piscicida e em robalo infetado com Vibrio anguillarum

através de ensaios de infegdo em time course.



2. Materiais e métodos

Os ensaios foram realizados no Laboratério de contencdo do Edificio Cetemares
(Peniche, Portugal), sob a supervisao de um perito acreditado em Ciéncias de Animais de
Laboratério pela DGAV (seguindo as recomendagdes da FELASA para a categoria C), de
acordo com a legislagao para a protegéo dos animais utilizados para fins cientificos (Diretiva
2010/63/EU) e sob a licenga de autorizagao do projeto 023876/2019.

A preparacdo das bactérias utilizadas nas infegcbes em time course, Phdp e V.
anguillarum, foi feita de acordo com o mesmo protocolo. A bactéria foi descongelada a
temperatura ambiente, e cultivada em 30 mL de meio Trypticase soy broth (TSB,
suplementado com 1% NaCl). Apdés 48 horas de incubagédo da bactéria em meio liquido
(Orbital incubator SI500, Stuart, UK), fez-se uma centrifugagcao durante 30 minutos, a 1140 x
g (a 4°C) (Centrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburgo). Em seguida, foi retirado o sobrenadante
e a bactéria foi ressuspensa em Phosphate-buffered saline (PBS, a 1x). Foi obtida a
concentracao desejada, através da leitura da absorvancia da amostra a 600 nm num
espectrofotdmetro (Evolution 201, Thermo Scientific, EUA) até ao intervalo de 0,80-0,83,
obtendo-se uma concentragdo de 102 UFCmL-". Para a verificagdo da concentragdo, foram
efetuadas diluicbes decimais sucessivas da concentragio bacteriana inicial de 1:10 em PBS
(1x), sendo plaqueados, em duplicado, 100 uL em meio Trypticase soy agar (TSA,
suplementado com 1% NacCl). As placas foram incubadas durante 48 horas, em estufa a 22
°C.

Os peixes foram adquiridos numa aquacultura portuguesa, e colocados em quarentena
durante 15 dias, apds a sua chegada ao laboratério. O primeiro ensaio, designado por A,
consistiu na infecdo de juvenis de dourada (21 individuos por aquario) com um peso médio
de 40 = 7,30 g (média £ DP), com Phdp (AQP17.1 — Santiago de Compostela) com dose de
LDso de 10° UFC g (calculada anteriormente), a uma temperatura de 24,32 + 10,38 °C, pH
8,23 + 3,51, salinidade 31,28 + 13,35 e oxigénio dissolvido de 6,14 + 2,64 mg L.

O segundo ensaio, designado por B, consistiu na infegdo de juvenis de dourada (22
individuos por aquario) com um peso médio de 9,8 + 2,20 g (média £ DP), com Phdp (AQP17.1

— Santiago de Compostela) com dose de LDso de 10° UFCg™ (calculada anteriormente), a uma
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temperatura de 25,08 £ 0,14 °C, pH 8,04 £ 0,05, salinidade 30,95 + 0,06 e oxigénio dissolvido
de 6,62 + 0,04 mg L.

O terceiro ensaio, designado por C, consistiu na infegdo de juvenis de robalo (15
individuos por aquario) com um peso médio de 25,5 £ 8,18 g (média £ DP), com V. anguillarum
(AQV 55.1 — Santiago de Compostela) com dose de LDsy 10° UFCg’' (calculada
anteriormente), a uma temperatura de 24,53 £ 0,17 °C, salinidade 32,06 + 0,53 e oxigénio
dissolvido de 6,69 + 0,50 mg L.

Individualmente, os individuos foram transportados do seu tanque inicial para uma tina
com 2-fenoxietanol (0,5 mL L"), com arejamento e, depois de anestesiados, procedeu-se a
infecdo. Os individuos dos tanques de controlo foram injetados intraperitonealmente com 100
ML PBS (1x) e os dos tanques de infecdo foram injetados com 100 pyL do patdégeno

correspondente, em cada um dos ensaios.

O sistema experimental de cada ensaio em time course era composto por seis tanques,
trés tanques com individuos de controlo e trés tanques com individuos infetados. Os tanques
atribuidos a cada tratamento foram distribuidos aleatoriamente. Cada tanque possuia um
sistema de recirculagcéo de agua individual, composto por um filtro mecénico (la de vidro), filtro
bioldgico (biobolas), filtro UV. Os individuos foram alimentados diariamente até a saciedade.
Foi registada a mortalidade e observado o comportamento dos individuos. Foram efetuadas
rotinas diarias de limpeza (sifonagem dos tanques, limpeza das las de vidro), medigbes dos
parametros da qualidade da agua e efetuadas trocas de agua dos sistemas individuais.
Semanalmente foram medidos os parametros amadnia e nitritos. Todos os valores de medigéo

dos parametros foram registados.

Foram amostrados, para cada ensaio, dois individuos de cada aquario aos tempos Oh
(antes da infecdo), 3h, 6h, 9h, 24h e 48h apds a infegdo. Os individuos foram anestesiados
com 2-fenoxietanol a 0,5 mL L™ e pesados individualmente. Em seguida, foi recolhido sangue
da veia caudal com uma seringa heparinizada (3000 unidades mL™) para a analise dos
parametros hematoldgicos. Foram eutanasiados os peixes através de uma sobredosagem de
anestésico, e procedeu-se a recolha do figado para analise de parametros de stress oxidativo.

As amostras foram imediatamente armazenadas em azoto liquido e, posteriormente,
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colocadas a -80 °C até a sua utilizacdo. No ensaio C, além das outras amostragens, foi

realizada uma amostragem final, 10 dias apds a infegéao.

3. Parametros analiticos

3.1. Parametros hematoldgicos

Os parametros analisados consistiram na determinacao do hematécrito, determinagao
da hemoglobina, na contagem diferencial de células sanguineas, contagem de eritrocitos e
leucdcitos. O sangue recolhido foi colocado num microtubo com 20 uL de heparina a 3000
unidades mL™". Para a determinagdo do hematdcrito, foram utilizados tubos microhematicos
heparinizados. Foram cheios, por capilaridade, até a marca do tubo, uma das extremidades
foi selada com plasticina, e os tubos foram centrifugados durante 10 minutos a 10 000 rpm.
Em seguida, os resultados foram lidos através de um leitor de grafico e os resultados foram

registados.

Para a avaliagdo da concentracido de eritrocitos e leucécitos presentes no sangue
foram realizadas diluicbes das amostras de sangue de 1:200 e 1:20, respetivamente, em PBS
(1x) com heparina a 30 unidades mL™". Foi preenchida a cAmara de Neubauer com a amostra
e foram efetuadas as contagens em 5 quadrados. Foram realizados esfregagos para a
contagem diferencial de células (trombdcitos, linfocitos, neutréfilos e mondcitos). As amostras
foram secas ao ar e foram fixadas com uma solu¢ao de formol e etanol a 1:10 (90% etanol
absoluto para 10% de formaldeido a 37%) durante 1 minuto (Kaplow, 1965). Os neutréfilos
foram identificados através da detecao da atividade da peroxidase, pelo método utilizado por
Afonso et al. (1998). Em seguida, as laminas foram coradas com a coloracdo de Wright's
(Haemacolor, Merck) e observadas ao microscopio (1000x). As células imunes foram
identificadas e as contagens diferenciais de neutrofilos, mondécitos, linfocitos e trombdcitos

foram feitas num namero total de 200 células por esfregaco.

Para a determinacdo da concentracdo de hemoglobina, a amostra de sangue (1 yL)
foi colocada em 500 pL de reagente Drabkin (SpinReact, Espanha), mantendo-se no escuro
até a colocagao na microplaca. Foram colocados 100 uL da amostra, em triplicado, numa
microplaca e foi lida a absorvancia a 540 nm (Epoch™, Biotek® Instruments, Inc., EUA). Para

os calculos da hemoglobina, foi subtraida a média do branco a média das absorvancias, tendo
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os restantes calculos sido feitos de acordo com as instrugdes do fornecedor. Os resultados
foram apresentados em g dL'. O volume corpuscular médio (MCV), a hemoglobina
corpuscular média (MCH) e a concentragéo da hemoglobina corpuscular média (MCHC) foram

calculados de acordo com as equagdes na Figura 3.

a) MCY sn _ Hematécrito (%) 10
(hm?) = Eritrécitos (X 10* u‘l)x
b) Hemoglobina (g dL™1)
MCH Slula™1) = 10
(pg célula™) Eritrécitos (x 10% u=1) x
c) Hemoglobina (g dL™1)

MCHC (g 100 mL™Y) = 100
(9 mL™") Hematécrito (%) *

Figura 3: Equagdes para o céalculo do: a) MCV (um?), b) MCH (pg célula™) e ¢) MCHC (g 100 mL-
")

Os microtubos com as amostras de sangue foram centrifugados a 10 000 x g durante
10 minutos (4 °C), recolhendo-se o sobrenadante, o plasma, para um microtubo limpo, sendo
este utilizado para a analise dos parametros de resposta imune. As amostras de plasma foram

armazenadas a -80 °C até a realizagao das diferentes determinacgoes.

3.2. Parametros de resposta imune

Para a analise da atividade da peroxidase no plasma, foi utilizado o método descrito
por Quade & Roth (1997). Foram utilizados 15 pL de plasma de cada amostra, em triplicado
e 135 pL de PBS (1x) numa microplaca de 96 pocos. A estes, adicionaram-se 50 uL de
3,3’,5,5'-tetramethylbenzidine dihydrochloride hidrate, sem Ca?* ou Mg?* (TMB; Sigma-Aldrich,
EUA), a 10 mM e 50 uL de peréxido de hidrogénio (H202, 5 mM) a cada pog¢o, apds dois
minutos, parou-se a reagao com acido sulfurico (H2SO4, 2 M). Foi medida a absorvancia a um
comprimento de onda de 450 nm num espectrofotémetro (Epoch™ Biotek® Instruments, Inc.,
EUA).

Para a analise da tripsina inibida no plasma e das proteases, foi utilizado o método
descrito inicialmente por Ellis (1990), com alteragdes realizadas por Machado et al. (2015).

Todas as analises foram realizadas em duplicado. Foram utilizados 10 uL de plasma e 10 pL
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de solugéo de tripsina (em NaHCOs3, 5 mg mL™"), e a mistura foi incubada durante 10 minutos
a 22°C. Foram adicionados 100 uL de PBS (13,9 mg mL™", NaH,PO., pH 7,0) e 125 uL de
azocaseina (em NaHCOs, 20 mg mL™"). A mistura foi incubada a 22 °C, durante 1 hora. Apds
a incubagao, foram adicionados 250 uL de acido tricloroacético (TCA, 100 mg mL™) frio, e a
mistura foi novamente incubada a 22 °C, durante 30 minutos. Em seguida, foi centrifugada a
10 000 % g, durante 5 minutos (SIGMA 4-16 PK). Foram transferidos 100 yL do sobrenadante
para uma microplaca de 96 pogos, juntamente com 100 uL de NaOH (40 mg mL"), e foi lida
a absorvancia a 450 nm num espectrofotometro (Synergy HT, Biotek). Na realizagdo dos

brancos, a amostra foi substituida por PBS.

3.3. Parametros de stress oxidativo

Para a analise dos parametros de stress oxidativo, foi necessaria a homogeneizacao
do figado sendo depois pesada uma quantidade de cerca de 0,1 g e homogeneizada em 1000
ML de agua ultrapura (MiliQ), utilizando um homogeneizador portatil (Pellet Mixer, VWR, EUA).
Em seguida, foram retirados 200 yL do homogeneizado para um microtubo de 2 mL com 4 L
de 2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT) a 4% em metanol para a analise da peroxidagéao
lipidica (LPO), adicionou-se 800 uL de tampao Fosfato de potassio 0,2M (pH 7,4) e
centrifugou-se durante 20 minutos a 10 000 x g (a 4 °C) (Centrifuge 5415R, Eppendorf,
Hamburgo). Apds a centrifugacao, foram retiradas aliquotas de 250 uL de sobrenadante para
as analises de glutationa total (tGSH) e glutationa S-transferase (GST), aliquotas de 100 uL
para as analises da catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD) e aliquotas de 50 yL de

para a medigao da proteina.

A medicao da proteina das amostras de figado foi realizada através do kit comercial
BCA Protein Assay Kit (Pierce™, Thermo Scientific, EUA), em que foram utilizados 10 uL de
amostra diluida de 1:10, em duplicado, juntamente com 200 uL da solu¢ao de reacao, para
uma microplaca de 96 pogos. Envolveu-se a placa em parafilme e foi incubada durante 30
minutos a 37°C na estufa. Apds a incubacéo, foi lida a absorvancia das amostras a dois
comprimentos de onda, 550 nm e 630 nm num espectrofotometro (Epoch™, Biotek®

Instruments, Inc., EUA). Todas as analises seguintes foram realizadas em triplicado.
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A determinagdo da peroxidagao lipidica (LPO) foi realizada com base no método
descrito por Bird e Draper (1984). Foram adicionados 100 pL de acido tricloroacético (TCA)
as amostras e aos brancos (200 yL de agua MiliQ) e foram agitados num vortex. Foi
adicionado 1 mL de solugéo de acido tiobarbiturico (TBA) a 0,73%, Tris-HCI (60 mM) e DTPA
(0,1 mM, pH 7,4, acido dietilenotriaminopentacético), as amostras e brancos, e os microtubos
foram incubados durante uma hora a 100 °C. Em seguida, foram centrifugados a 15 000 x g
durante 5 minutos (temperatura ambiente), foram retirados 200 pL do sobrenadante de cada
amostra, em ftriplicado, para uma microplaca de 96 pocos, e foi lida a absorvancia das
amostras a um comprimento de onda de 535 nm num espectrofotometro (Epoch™, Biotek®

Instruments, Inc., EUA).

A determinagdo da catalase (CAT) foi realizada com base no método descrito por
Clairborne (1985). As amostras foram diluidas no tampao utilizado neste procedimento, de
modo a obter um valor de proteina de 0,7 mg mL™" em 10 yL na microplaca. Foram adicionados
140 uL de tampao fosfato de potassio (K:HPO., 0,05 M, pH 7,0) e 150 pL de tampéao de reacao
(H202 a 30% e tampéao fosfato de potassio a 0,05 M) com uma pipeta multicanal a cada
triplicado, sendo, logo de seguida, lida a absorvancia a 240 nm durante 2 minutos numa

microplaca apropriada para luz UV (Epoch™, Biotek® Instruments, Inc., EUA).

A determinacao da superéxido dismutase (SOD) foi realizada com base no método
descrito por McCord e Fridovich (1969). As amostras foram diluidas em tampé&o fosfato de
potassio (K:HPO4, 0,05 M, pH 7,8) até se obter um valor de proteina de 0,3 mgmL™". Foram
pipetados 100 pL da amostra diluida, 250 pL da solugdo de reagdo composta por Xantina a
0,7 mM, Citocromo C a 0,03 mM e tampao fosfato de potassio (0,05 M, pH 7,8, EDTA 0,1 mM)
para a microplaca. Foi adicionada, logo de seguida, a Xantina Oxidase a 0,03 U mL™". Foi lida
a absorvancia das amostras a um comprimento de onda de 550 nm a cada 20 segundos

durante 3 minutos, num espectrofotdmetro (Epoch™, Biotek® Instruments, Inc., EUA).

A determinagéo da Glutationa S-Transferase (GST) foi realizada com base no método
descrito por Habig et al. (1974). As amostras foram diluidas em tampéao fosfato de potassio
(K2HPO4, 0,2 M, pH 7,4) quando foram colocadas na microplaca de 96 pogos, para se obter
um valor de proteina de 0,7mg mL"'. Foram adicionados 250 pL da solugédo de reacio,
composta por tampao fosfato de potassio (K:HPO4, 0,05 M, pH 6,5), L-Glutationa reduzida

(GSH), e CDNB (1-Chloro-2,4-dinitrobenzene). Foi lida a absorvancia das amostras a 340 nm,

15



a cada 20 segundos durante 5 minutos num espectrofotémetro (Epoch™, Biotek®

Instruments, Inc., EUA).

A determinagao da Glutationa Total (tGSH) foi realizada com base no método descrito
por Baker et al. (1990). Foram utilizados 50 yL das amostras diluidas de modo a obter-se um
valor de proteina de 0,7 mg mL™". Para os brancos, a amostra foi substituida por tamp&o
fosfato de potassio (0,2 M, pH 7,4). Foram adicionados 250 pL da solugdo de reagao,
composta por tampéo fosfato de potassio (K2HPO4, 0,2 M, pH 8,0), NADPH (B-Nicotanimide
adenine dinucleotide 2’-phosphate reduced tetrasodium salt, 5mg mL™"), DTNB (5-5'- dithiobis
(2-nitrobenzoic acid)) e Glutationa redutase (GR, 168 U mg proteina™). Foi medida a
absorvancia a 340 nm durante 3 minutos num espectrofotdmetro (Epoch™, Biotek®

Instruments, Inc., EUA).

4. Analise estatistica

O tratamento estatistico dos dados obtidos foi realizado com recurso ao programa IBM
SPSS Statistics 26. Os valores obtidos foram apresentados, sempre que aplicavel, no formato
de média * desvio-padrao (DP). Na analise dos valores hematoldgicos, de resposta imune e
de stress oxidativo obtidos nos ensaios, foram comparadas as médias dos valores obtidos
entre os varios tempos de amostragem (Oh, 3h, 6h, 9h, 24h, 48h e tempo final) para cada

parametro analisado.

A estatistica foi realizada através de analise de varidncia (ANOVA) com um fator,
seguindo o teste de Tukey. Todos os pressupostos inerentes a realizagcao da ANOVA (neste
caso, a normalidade dos dados e homogeneidade de varidncias) foram validados através do
teste de Levene e, caso nao tenha sido verificada a homogeneidade das variancias, foi
utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, sendo comparadas as médias através da
comparagao de Pairwise. Para ambos os casos, foi utilizado um nivel de significancia de p <
0,05.
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5. Resultados
5.1. Mortalidade

Na figura 4, encontram-se representados os resultados da mortalidade cumulativa dos
ensaios A, B e C. Pode observar-se que ocorreu uma mortalidade total mais elevada no ensaio
B (37%), correspondendo as douradas de menor peso (9,8 + 2,20 g) (Figura 4b),
comparativamente ao ensaio A (7%) (Figura 4a), douradas maiores (40 = 7,30 g). No ensaio
C, foi verificada uma mortalidade de 87% (Figura 4c). No ensaio A, foi observada mortalidade
no dia 5 apds a infecdo, no ensaio B ocorreu mortalidade a partir do dia 3 apds a infegéo

enquanto no ensaio C, foi observada mortalidade elevada, logo no segundo dia apés a

infecao.
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Figura 4: Mortalidade cumulativa dos ensaios: a) infegdo de Sparus aurata com peso médio de 40 +
7,30 g com Phdp, b) infegdo de Sparus aurata com peso médio de 9,8 + 2,20 g com Phdp e c) infegao
de D. labrax com peso médio de 25,5 + 8,18 g com V. anguillarum

17



5.2. Hematologia

Na tabela 1 estao representados os valores médios e respetivos desvios-padrées dos
parametros hematologicos avaliados no ensaio A. Foram verificadas diferencas
estatisticamente significativas em todos os parametros hematoldgicos analisados, exceto na
quantificagdo dos linfocitos. Os valores médios de eritrécitos aumentaram significativamente
até as 9H, tendo voltado ao valor basal a partir das 24H, apds a infecao. No teor de leucdcitos,
foram observadas diferengas significativas entre as OH (amostragem antes da infecao, a que
correspondeu o menor valor) e todos os outros momentos de amostragem. Observou-se um
aumento do numero de leucdcitos a partirdo momento da infe¢do. Na analise dos trombdcitos,
observaram-se diferencas significativas entre as OH e as 6H, e os restantes tempos, sendo
estes significativamente mais elevados que o valor inicial e o das 6H, apds a infecao.
Relativamente aos valores de mondcitos, ocorreu um pico do valor médio as 6H. Na analise
dos resultados dos neutrdfilos, observaram-se diferengas significativas entre o valor das OH,
correspondente ao minimo, e os valores mais elevados, obtidos as 6H, 9H e 24H, apods a

infecdo. Observou-se um aumento no nimero de neutrdéfilos desde a infegao até as 24H.

A média, dos valores obtidos para o hematdcrito, aumentou significativamente a partir
o momento inicial até as 9H, voltando ao valor inicial a partir das 24H. Nos teores de
hemoglobina, observou-se uma diminuigdo do seu valor as 3H, tendo depois voltado ao valor
inicial nas amostragens entre as 3H e as 9H. Observam-se diferengas estatisticamente
significativas, quando comparados os valores obtidos as 6H e 9H com os das 24H e 48H.
Foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre as 9H e as 24H na analise
do MCV, correspondendo ao valor minimo e maximo, respetivamente. Na analise do MCH,
houve diferengas entre as OH e as 24H, tendo sido observado um decréscimo significativo do
valor médio as 24H, comparativamente ao valor obtido as OH. Relativamente aos valores
médios de MCHC, houve diferencas entre as OH e 6H, os valores mais elevados, e as 24H, o

valor minimo registado.
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Na analise dos parametros hematoldgicos do ensaio B, foram observadas diferencas
estatisticamente significativas na analise de todos os parametros, exceto nos valores e MCV
e de MCH (Tabela 2). O valor médio dos eritrécitos diminuiu apdés a infegdo sendo
significativamente diferente as 9H e as 24H apds a infegdo, comparativamente ao valor
maximo obtido as OH.

Foram observadas diferencas significativas, na analise dos leucécitos, entre os valores
maiores de leucdcitos as OH e 48H, e os valores mais baixos das 6H e 9H apds a infegao.
Observou-se uma tendéncia de diminuicao do teor até as 9H tendo depois voltado a aumentar.
Na andlise dos valores médios dos trombdcitos, foi observado uma diminuigédo
estatisticamente significativa entre a amostragem inicial, e as 3H, 6H e 9H, a média tendo
aumentado entre as 3H e 9H apds a infegdo. Foi observada uma diminuigao estatisticamente
significativa dos valores médios dos linfocitos entre a amostragem inicial, e as 6H e 9H. Na
analise dos valores de mondcitos, observou-se um aumento estatisticamente significativo
destes entre as 9H apds a infecao, e as amostragens seguintes das 24H e 48H. O valor médio
de neutréfilos demonstrou picos estatisticamente significativos as 6H e 24H apés a infecao,
quando comparados com o valor minimo obtido na amostragem inicial, enquanto que os

restantes valores nao demonstraram diferencas do valor basal.

Ocorreu uma diminuicao significativa da média do hematdcrito entre a amostragem
inicial e as 48H, os restantes valores nao apresentaram diferencas significativas. Na analise
da hemoglobina, foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre todos os
tempos de amostragem, as diferengas sendo mais acentuadas entre os valores mais elevados
obtidos as 3H, 6H e 9H, e o valor mais baixo, as 48H. Na analise da média do MCH, observou-
se um aumento estatisticamente significativo as 3H, 9H e 24H, comparativamente as

amostragens das 48H e inicial.
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Nos parametros hematolégicos dos ensaios A (Tabela 1) e B (Tabela 2), pode
observar-se que os valores médios destes diferem entre ensaios. Apesar dos valores médios
de eritrocitos terem sido semelhantes, no ensaio A os valores aumentaram as 9H apés a
infecdo, e no ensaio B diminuiram a mesma hora. Os valores médios de leucécitos dos
individuos do ensaio A sao significativamente mais elevados que os do ensaio B, a excegao
do valor da amostragem inicial, e aumentando com os tempos de amostragem, enquanto no

ensaio B, ocorreu a diminuicdo da média a certos tempos.

Os valores médios de trombdcitos foram mais elevados no ensaio A que no ensaio B.
Nos linfocitos, apenas foram observadas diferencas estatisticamente significativas no ensaio
B. Na analise dos mondcitos, foram observadas diferencas estatisticamente significativas
entre diferentes tempos de amostragem nos ensaios A e B, no ensaio A tendo sido em tempos
iniciais (OH e 6H), e no ensaio B nos tempos finais (9H, 24H e 48H). Relativamente aos valores

médios de neutrdfilos, foi observado um pico as 9H no ensaio A, e as 24H no ensaio B.

Na analise do hematécrito, no ensaio A foi observado um aumento da média ao longo
dos tempos iniciais de amostragem, mas no ensaio B foi observada uma diminuigdo
significativa do valor médio apenas as 48H apds a infegcdo. Estes valores também foram
significativamente menores no ensaio B do que no ensaio A. Os valores médios de
hemoglobina obtidos no ensaio A diminuem as 3H e 24H e, por outro lado, os valores médios
no ensaio B aumentam as 3H, tendo sido mais elevados no ensaio A. No caso do MCV e
MCHC, s6 foram observadas diferencas estatisticamente significativas no ensaio A. Nos
valores obtidos no ensaio A, a média do MCH diminui entre o tempo inicial de amostragem e

as 24H, e no ensaio B aumenta no mesmo intervalo de tempo.

Na tabela 3 estao representados os valores médios e respetivos desvios-padroes dos
parametros hematologicos avaliados no ensaio C. Foram verificadas diferengas
estatisticamente significativas em todos os parametros hematolégicos analisados. Observou-
se valores significativamente mais elevados de eritrécitos aos tempos inicial e final. Na andlise
dos valores médios dos leucdécitos, observou-se um valor significativamente mais elevado na
amostragem final (10 dias), comparativamente as amostragens aos tempos 6H, 9H, 24H e
48H.
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O valor médio de trombdcitos diminuiu significativamente entre a amostragem inicial e
3H, e as 6H e 9H apds a infecdo. Na analise dos linfocitos, foi observado um pico do valor
médio na amostragem final. Ocorreu um aumento significativo do valor médio de mondcitos
as 48H e tempo final, comparativamente ao valor inicial. Foi observada um aumento da média
dos neutréfilos aos tempos 6H, 9H e final, enquanto que os restantes valores nao diferiram do

inicial.

O valor médio do hematécrito diminuiu significativamente entre o tempo inicial e as 3H,
voltando a valores basais nas restantes amostragens. Ocorreu um pico do valor médio da
hemoglobina na amostragem final. Os valores de MCV maximo e minimo foram observados
as 9H apds a infecdo e tempo final, respetivamente. Na analise do MCH e do MCHC, foi

observado um pico nas médias na amostragem final.
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5.3. Resposta imune

Na analise dos parametros de resposta imune dos individuos do ensaio A, foi
observada uma diminuigéo significativa dos valores médios da atividade da peroxidase e da
tripsina inibida as 3H, e um aumento significativo 48H, apds a infegao (Figura 5a e 5b).
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Figura 5: Valores (média + desvio-padréo) da: a) atividade da peroxidase * (OD 450 nm), e b) tripsina
inibida (%) dos individuos do ensaio A (n = 6), com douradas (Sparus aurata) com peso médio de 40
+ 7,30 g. As amostras foram analisadas através da ANOVA, seguindo o teste de Tukey, e através de
testes ndo paramétricos (*, Método Kruskal-Wallis). Grupos com letras diferentes indicam diferencas
estatisticamente significativas, ou seja, p < 0,05.

Na figura 6 estao representados os valores médios e respetivos desvios-padrdes da
atividade da peroxidase (OD 450 nm) (Figura 6a) e da tripsina inibida (%) (Figura 6b) dos
individuos do ensaio B. Apenas foram observadas diferengas estatisticamente significativas
apenas da determinacao da tripsina inibida, em que ocorreu um aumento significativo da

média desde as OH até as 48H apds a infecao.
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Figura 6: Valores (média + desvio-padrao): a) da atividade da peroxidase (OD 450 nm) e b) da tripsina
inibida dos individuos do ensaio B com douradas (Sparus aurata) com peso médio de 9,8 + 2,20 g (n
= 6). As amostras foram analisadas através da ANOVA, seguindo o teste de Tukey. Grupos com letras

diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas, ou seja, p < 0,05.

Comparando os resultados obtidos nos parametros de resposta imune do ensaio A
(Figura 5) e do ensaio B (Figura 6), na atividade da peroxidase apenas foram observadas
diferencgas estatisticamente significativas no ensaio A, apesar de se observar uma elevada
diferenca entre os valores dos dois ensaios, tendo sido significativamente mais elevados no
ensaio A. Na analise da tripsina inibida, foram observados valores maximos as 48H em ambos
0S ensaios.

Na figura 7 estao representados os valores médios e respetivos desvios-padrdes da
atividade da peroxidase (OD 450 nm) (Figura 7a), da tripsina inibida (%) (Figura 7b) e
proteases (Figura 7c) dos individuos do ensaio C. Foram observadas diferencas
estatisticamente significativas na andlise da atividade da peroxidase e da tripsina inibida.
Ocorreu uma diminui¢cao do valor médio da atividade da peroxidase entre o tempo inicial e o
final, e foi observado um aumento significativo do valor médio da tripsina inibida entre as duas

amostragens iniciais, e as duas amostragens finais.
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Figura 7: Valores (média + desvio-padrao): a) da atividade da peroxidase (OD 450 nm), b) da tripsina
inibida* (%), e c) das proteases (% tripsina ndo inibida) do ensaio C com robalos (Dicentrarchus labrax)
com peso médio de 25,5 £ 8,18 g (n = 6). As amostras foram analisadas através da ANOVA, seguindo
o teste de Tukey, e através de testes ndo paramétricos (*, Método Kruskal-Wallis). Grupos com letras

diferentes indicam diferencgas estatisticamente significativas, ou seja, p < 0,05.

5.4. Stress oxidativo

Na figura 8 encontra-se a representagao grafica da atividade da catalase do ensaio A.
foi observado um pico do valor médio as 9H apds a infecdo. Nao foi possivel a realizagao da
analise do LPO, tGSH, GST e SOD para ensaio A devido a falta de amostra biolégica.
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Figura 8: Atividade da catalase (média *+ desvio-padrao), expressa em U mg proteina™!, obtida através
de amostras do ensaio A com douradas (Sparus aurata) com peso médio de 40 £ 7,30 g (n = 6). As
amostras foram analisadas através da ANOVA, seguindo o teste de Tukey. Grupos com letras diferentes

indicam diferencas estatisticamente significativas, ou seja, p < 0,05.

Na figura 9, estdo as representacdes graficas da atividade da SOD (Figura 9a), da
atividade da catalase (Figura 9b), da peroxidacéo lipidica (LPO) (Figura 9c), da atividade da
GST (Figura 9d) e da atividade da tGSH (Figura 9e) do ensaio B. Na analise da atividade da
SOD, nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os diferentes
tempos de amostragem. Ocorreu um pico significativo da média da atividade da catalase do
as 24H e 48H, e um valor significativamente mais elevado das médias no ensaio A. Na
peroxidacao lipidica, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas. Na
analise da atividade da GST do ensaio B, foi observado um aumento significativo do valor
médio as 6H apds a infecdo. A analise da atividade da tGSH revelou uma diminuigao

significativa da média na amostragem das 24H e o valor mais elevado observado as 3H.
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Figura 9: Valores (média + desvio padréo) da: a) atividade da SOD, expressa em U mg proteina™; b)
atividade da catalase, expressa em U mg proteina™; c) peroxidagao lipidica (LPO)*, expresso em nmol
TBARS g'; d) atividade da GST, expressa em mU mg™; e e) atividade da tGSH, expressa em uM mg
proteina” do ensaio B com douradas (Sparus aurata) com peso médio de 9,8 + 2,20 g (n = 6). As
amostras foram analisadas através da ANOVA, seguindo o teste de Tukey, e através de testes nado
paramétricos (*, Método Pairwise). Grupos com letras diferentes indicam diferencas estatisticamente

significativas, ou seja, p < 0,05.

Na figura 10 estdo representadas a atividade da SOD (Figura 10a), atividade da
catalase (Figura 10b), peroxidagao lipidica (Figura 10c), atividade da GST (Figura 10d) e
atividade da tGSH (Figura 10e) do ensaio C. Na analise da atividade da SOD, foram

observados valores maximos aos tempos 6H e 24H apods a infegdo e as 9H foi observado o
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valor minimo. Foi observado um decréscimo da média da catalase desde a amostragem inicial
até a final. Na peroxidagao lipidica, foi observado aumento da média na amostragem final. Foi
observado um decréscimo da média da atividade da GST na amostragem final do ensaio e
um aumento da média da atividade da tGSH as 6H apds a infecao.
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Figura 10: Valores (média * desvio padrdo) da: a) atividade da SOD, expressa em U mg proteina™; b)
atividade da catalase®, expressa em U mg proteina™; c) peroxidagéo lipidica (LPO)*, expresso em nmol
TBARS g'; d) atividade da GST, expressa em mU mg™'; e e) atividade da tGSH*, expressa em uM mg
proteina™ do ensaio C com robalos (Dicentrarchus labrax) com peso médio de 25,5+ 8,18 g (n = 6). As

amostras foram analisadas através da ANOVA, seguindo o teste de Tukey, e através de testes néo
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paramétricos (*, Método Pairwise; ¢, Método Kruskal-Wallis). Grupos com letras diferentes indicam

diferengas estatisticamente significativas, ou seja, p < 0,05.

6. Discussao

6.1. Ensaios AeB

Em todos os ensaios realizados, as infegcoes foram feitas com a dose LDso obtida em
ensaios anteriores, no laboratério de contengao do Cetemares. Nos ensaios A e B, foi utilizada
a mesma concentracdo de Phdp, tendo-se observado uma mortalidade significativamente
menor no ensaio A do que no ensaio B, mas ambas inferiores a 50%. A mortalidade observada
apos a infe¢do, no ensaio A é semelhante a mortalidade obtida apds a infegdo de individuos
de S. aurata com Phdp (11%) (Antonello et al., 2009). No ensaio B, com douradas de menor
peso médio, a mortalidade foi observada ao terceiro dia apds a infecdo. Larvas e juvenis de
S. aurata sdo mais suscetiveis a infecdo por Phdp, enquanto individuos de maiores dimensoes
sdo mais resistentes (Antonello et al., 2009; Romalde, 2002), o que foi observado quando
comparada a mortalidade registada em cada um dos ensaios A e B. Esta diferenca é devida
ao facto que os macréfagos dos individuos de menor peso de D. labrax nao serem capazes
de eliminar a Phdp, visto que o seu sistema imune ainda n&do se encontra totalmente
desenvolvido (Noya et al., 1995).

Os neutréfilos sdo os granulécitos mais abundantes em peixes teledsteos, e sdo uma
componente vital da defesa inata contra organismos patogénicos (Smith et al., 2019). Estas
células apresentam a capacidade de produzir espécies ROS para o combate contra
patdogenos (Biller-Takahashi e Takahashi, 2018; Costas et al., 2013) e possuem um
mecanismo acionado pela mieloperoxidase para eliminar bactérias (Ellis, 1999).
Relativamente aos resultados obtidos no ensaio A, os valores mais elevados de neutrdfilos
foram obtidos as 9H, enquanto no ensaio B, foi observado um pico as 24H apés a infegao. Os
neutrofilos sdo rapidamente recrutados ao local de infegdo, e regressam rapidamente aos
valores base (Afonso et al., 1998a; Ellis, 1977). Estes aumentos representam a mobilizagéo

dos neutrdfilos para o foco de infegao.
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Os mondcitos sao os precursores dos macréfagos presentes nos tecidos, que circulam
na corrente sanguinea e sao recrutados a focos de infecdo, como os neutrofilos, mas com
menor velocidade, onde aumentam a populagdo de macrofagos (Afonso et al., 1998b). Os
resultados obtidos nos ensaios A e B estdo de acordo com esta afirmagéo, pois o aumento

significativo de mondcitos foi sempre observado apds o aumento nos neutrofilos.

Os valores de leucdcitos obtidos nas amostragens iniciais do ensaio A foram menores
que os obtidos no ensaio B, mas aumentaram significativamente nas amostragens seguintes,
enquanto os valores do ensaio B diminuiram significativamente nas amostragens das 6H e
9H apéds a infecdo. Luskova (1997) e Modra et al. (1998) descreveram que os valores de
leucdcitos nos peixes dependem de diversos fatores, tais como a idade, sexo, stress
ambiental e temperatura da agua. Isto pode indicar que as diferencas entre os valores de
leucdcitos nos ensaios A e B podem ser devidas ao facto de os individuos do ensaio A serem

de um tamanho superior aos do ensaio B (Fazio et al., 2015b).

A peroxidase € uma enzima importante que age como um agente microbicida,
eliminando o peréxido de hidrogénio, mantendo o balangco redox das células e sistemas
imunes (Guardiola et al., 2018). Esta enzima ¢é libertada dos granulos citoplasmicos dos
fagécitos, participando na resposta oxidativa contra patdgenos (Alvarez-Pellitero, 2008),
sendo considerada um indicador do estado imunoldgico dos leucdécitos circulantes (Lobo,
2016). O aumento significativo do valor médio de peroxidase as 48H no ensaio A pode
corresponder a uma resposta dos individuos a infe¢cdo, enquanto no ensaio B nao foram
observadas diferencgas significativas entre os diferentes tempos de amostragem. A resposta a
infecdo dos individuos de dourada do ensaio B nao foi tdo intensa como a dos individuos do
ensaio A. Os neutrdfilos sdo os maiores produtores da peroxidase, no ensaio A tendo-se

observado um aumento dos neutrdéfilos antes do aumento da peroxidase.

No ensaio B foi observada uma diminuigao estatisticamente significativa dos valores
médios de linfécitos as 6H e 9H apds a infegdo. Esta diminui¢cdo dos valores de linfocitos foi
observada em peixes apos a infecdo com patégenos bacterianos (Balfry et al., 1997; Garcia
et al., 2007; Lamas e Ellis, 1994), podendo indicar a migragdo destas células para o local da

inflamacao (Costas et al., 2013).

Os trombdcitos participam na coagulagao sanguinea e apresentam atividade fagocitica

para defesa do organismo (Silva et al., 2012). Na analise dos trombdcitos do ensaio A, foi
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observado um aumento do valor médio entre as 6H e as 48H apds a infegéo. No ensaio B foi
observado um aumento do valor médio entre as 3H e as 48H apds a infecdo, os valores
médios tendo sido mais baixos que os obtidos no ensaio A. os aumentos observados nestes
dois ensaios indicam a resposta destas células a infegdo, com um aumento da sua atividade

no organismo ao longo do tempo.

Os valores médios de eritrocitos obtidos aumentaram as 9H apds a infegéo no ensaio
A, tendo diminuido a mesma hora e as 48H no ensaio B. Individuos de cobia (Rachycentron
canadum) infetados com Phdp apresentaram uma diminuicdo dos valores médios de
eritrocitos entre as 6H e 48H apods a infecado (Eto et al., 2019), correspondendo a diminui¢cao
dos valores obtidos no ensaio B. Um aumento dos eritrécitos, hematdcrito e hemoglobina foi
observado por (Eslamloo et al., 2014) apds um stress agudo, tendo sido descrito como uma
estratégia para melhorar a capacidade do transporte do oxigénio por parte do sangue durante
situagbes que requerem elevadas quantidades de energia (Caruso et al., 2005; Fazio et al.,

2015a), o que pode ter sido a causa do aumento do valor médio de eritrécitos no ensaio A.

Na determinacao dos valores de hematécrito, no ensaio A foi observado um aumento
da média a partir das amostragens iniciais, podendo ter sido causado pelo aumento da
atividade eritropoiética do bago e do rim cranial dos peixes, devido ao stress da infecao (Silva
et al., 2012). No ensaio B, foi observada uma diminuig¢ao significativa do valor médio apenas
as 48H apés a infegado, o que podera indicar a deterioragao do estado de saude dos peixes
neste tempo (Silva et al., 2012). Estes valores estdo de acordo com o estudo de Peixoto et al.
(2017), em que individuos de corvina (A. regius) infetados com Phdp apresentaram valores
mais baixos de hematdcrito comparativamente a individuos de controlo. Os valores de
hematdcrito foram significativamente menores no ensaio B do que no ensaio A, sendo que os
valores obtidos no ensaio A variaram entre 29-40%, enquanto os valores do ensaio B entre
0s 19-27%.

As variagdes observadas nos valores de hematécrito correspondem com as variagoes
observadas nos valores dos eritrécitos de ambos os ensaios. Os valores de hematdcrito do
ensaio A foram mais baixos que os obtidos por Fazio (2019) (50,35 + 1,18 %), mas encontram-
se na gama de valores obtidos por Fazio et al. (2015) (26,00-78,80 %). Os valores obtidos no
ensaio B poder&o indicar uma ligeira anemia, visto que individuos com um hematocrito de
menos de 20% se encontram anémicos (Clauss et al., 2008), encontrando-se inferiores aos

valores obtidos por Fazio et al. (2015).
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A hemoglobina é uma das proteinas mais estudadas, presente dentro dos eritrécitos
e apresentando a fungéo de transporte de oxigénio (Souza e Bonilla-Rodriguez, 2007). O valor
meédio da hemoglobina obtido no ensaio A diminuiu as 3H e 24H e no ensaio B aumentou as
3H. Estes resultados demonstram diferentes respostas de individuos de dourada de diferentes
pesos, podendo ter ocorrido uma diminuicdo da capacidade de transporte de oxigénio nos
individuos do ensaio A, e um aumento nos individuos do ensaio B. Os valores de hemoglobina
foram mais elevados no ensaio A. No trabalho de Fazio et al. (2015), os valores de
hemoglobina na dourada foram positivamente correlacionados com o peso dos individuos,

tendo sido observado o mesmo quando comparados os valores obtidos nos ensaios A e B.

A inibicdo da tripsina representa a capacidade do organismo de contrariar os
mecanismos utilizados pelos patdégenos para evadir o sistema imune dos peixes (Henry et al.,
2018). Nos ensaios A e B, foi observado um aumento significativo da percentagem de tripsina
inibida as 48H apéds a infecdo, podendo tratar-se de que o sistema imune dos organismos

infetados estaria a evitar a proliferagéo dos patdgenos bacterianos.

A familia das superéxido dismutases (SOD), compreendida por trés metaloenzimas, é
capaz de transformar o O% em H,O. (Barnes et al., 1999), evitando a acumulagéo do radical
livre O?", que é altamente reativo e prejudicial para a célula. O H,O; produzido é eliminado
pela catalase, glutationa peroxidase, e peroxidases ligadas a tiorredoxina, ou € libertado para
o citoplasma das células (Brand, 2010; Lambeth, 2004; Li et al., 2016; Schieber e Chandel,
2014). O excesso de H,O; pode reduzir a atividade da SOD, enquanto que o O pode ser
responsavel pela reducao da atividade da CAT (Bagnyukova et al., 2006). As enzimas
antioxidantes, como a SOD e a CAT, desempenham um papel importante na prevengao da
formacgao e procura de radicais livres e outras espécies oxidantes potencialmente toxicas
(Sotoudeh e Mardani, 2018).

A catalase, por outro lado, decompde H202 em agua e oxigénio, que é produzido em
abundancia pelos fagécitos, e mantém o balango entre a produgao e eliminagdo de ROS,
processo vital para o funcionamento do sistema de defesa inato (Biller e Takahashi, 2018).
No ensaio A, foi observado um aumento dos valores da CAT entre as OH e as 9H apés a
infecdo e no ensaio B foi observado um aumento dos valores entre as 9H e as 48H apds a

infecdo. Um aumento da atividade da CAT pode estar relacionado com um aumento do H20»
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(Birnie-Gauvin et al., 2017), podendo ter ocorrido um aumento da produgao de peroxido de
hidrogénio por parte dos fagdcitos que foram ativados de modo a combater a infe¢gao da Phadp.
Os valores de CAT obtidos no ensaio B sao significativamente mais baixos que os obtidos no
ensaio A. Isto pode dever-se ao facto de individuos de idade menor apresentarem uma
atividade da CAT menor que individuos mais velhos, como foi observado em individuos de

esturjao (Sanz et al., 2001) e salmao-rei (Oncorhynchus tshawytscha) (Jena et al., 1998).

A GST produzida no figado esta envolvida na destoxificagao dos produtos aldeidicos
da peroxidacao lipidica, convertendo-os em espécies nao toxicas através da sua conjugacao
com a glutationa (Bagnyukova et al., 2006; Hermes Lima, 2004). Na analise da atividade da
GST no ensaio B, foi observado um aumento significativo do valor médio as 6H apds a infegao.
Este aumento podera ter sido uma estratégia de modo a que ocorresse a eliminagao dos

produtos toxicos provenientes da peroxidacao lipidica.

A glutationa total (tGSH) permite verificar os danos efetuados ao organismo
provenientes do stress oxidativo (Birnie-Gauvin et al., 2017). No ensaio B, ocorreu uma
diminuicao significativa dos valores as 24H apds a amostragem, indicando que os danos
efetuados ao organismo por parte da bactéria diminuiram, por acao da GST, como pode ser

observado pelo seu aumento antes das 24H.

6.2. Ensaio C

No ensaio C, observou-se mortalidade mais elevada do que 50%, podendo indicar que
a dose de V. anguillarum foi demasiado elevada, acima do valor de LD50 para robalos com
este peso médio. A percentagem de mortalidade cumulativa obtida neste trabalho é superior
aos resultados obtidos por Angelidis et al. (2006), que obteve uma mortalidade de 60% na
infecdo de D. labrax com V. anguillarum através de infecdo intraperitoneal, a uma

concentragdo de 10 UFC.

Neste ensaio foram observados valores significativamente baixos de eritrocitos apos
a infegdo, com a excegao do tempo de amostragem final. No estudo de Ercan et al. (2013),

com robalos infetados com V. anguillarum também apresentaram valores mais baixos de

35



eritrocitos que os de individuos do controlo. Esta diminuicdo pode ser devida a atividade das
hemolisinas produzidas pelo V. anguillarum, que causam a lise dos eritrcitos no hospedeiro
(Frans et al., 2011).

Ocorreu uma diminuigao significativa do hematdcrito entre o tempo inicial e as 3H apos
a infegdo. Isto pode indicar também um agravamento do estado de saude dos peixes logo
apos a infegao (Silva et al., 2012), representado também pela elevada mortalidade observada

neste ensaio.

Foi descrito que certos produtos extracelulares de V. anguillarum reduzem a
quantidade de células brancas e de linfocitos, e que aumentam o nimero de monécitos em
O. mykiss (Lamas et al, 1994). Neste estudo, apenas os valores de mondcitos
corresponderam a esta afirmacao, pois ocorreu 0 aumento dos leucdcitos e dos linfécitos no
tempo de amostragem final nos individuos do ensaio C. Os individuos infetados tém a
tendéncia de expressar uma diminuicdo geral dos parametros hematologicos, como dos

eritrocitos, hemoglobina, enquanto ocorre um aumento dos leucdcitos (Ahmed et al., 2020).

Foi observado um aumento da média dos neutrofilos entre as 6H e as 9H apds a
infecdo, e o valor maximo foi obtido na amostragem final. Este aumento indica a resposta do
organismo a infe¢do e a sua tentativa de eliminar as bactérias invasoras. Individuos de O.
mykiss também apresentaram um aumento do numero de neutréfilos quando infetados com

V. anguillarum (Lamas et al., 1994).

No entanto, o aumento dos mondcitos foi apenas observado nos tempos finais de
amostragem. Este aumento dos mondcitos pode indicar uma resposta hematoldgica tardia
dos robalos a infegao, pois estes sado recrutados com menor velocidade que os neutrdfilos, e
algumas secregoes extracelulares de V. anguillarum aumentam o nimero de mondcitos

circulantes (Lamas et al., 1994).

Foi observada uma diminuigdo dos valores médios de linfocitos entre o tempo inicial e

as 9H. Esta diminuigédo pode ter ocorrido pela migragéo dos linfocitos para o local de infegéao,
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juntamente com os mondcitos e neutréfilos. Foi também observado um pico dos valores na

amostragem final, podendo indicar que os linfécitos voltaram ao seu lugar de produgéo.

Foi observado um aumento significativo da percentagem de tripsina inibida as 48H
apos a infegdo, colocando-se a hipotese que o sistema imune dos organismos infetados

estaria a evitar a proliferagdo dos patdgenos bacterianos.

Os valores maximos da SOD foram obtidos as 6H e 24H apds a infecdo. Estes
valores podem indicar uma resposta do organismo dos individuos de D. labrax a presenga do
V. anguillarum, e a sua tentativa de prevencado da multiplicagdo da bactéria do organismo.
Velisek et al. (2011) obteve valores de SOD mais elevados em individuos de O. mykiss (200

U mg proteina™) que os obtidos neste ensaio.

Foi observada uma diminuicdo da CAT ao longo do tempo do ensaio, indicativa de
stress oxidativo nos individuos de robalo (Birnie-Gauvin et al., 2017). Os valores obtidos neste
ensaio sdo mais elevados que os obtidos por (Kokou et al., 2020) num estudo de

suplementacio de ragdo em larvas de D. labrax (0,004 U mg proteina™).

Foi observado aumento significativo da média do LPO na amostragem final (76,64 *
19,30 nmol TBARS g'). Este aumento sugere uma neutralizagio ineficaz das espécies ROS,
como observada na diminuicdo da catalase ao longo do tempo de ensaio. Os valores obtidos
neste ensaio foram mais elevados que os obtidos por (Fonseca et al., 2011) num estudo de

exposigao de D. labrax a contaminantes em estuarios (0,7 nmol TBARS g tecido™).

Na analise da atividade da GST, foi observado um decréscimo significativo da média
na amostragem final comparativamente aos valores mais elevados, obtidos as 6H, 9H e 24H
apos a infecdo. Estes valores elevados indicam que ocorreu uma elevada atividade da GST
na destoxificagcdo dos produtos aldeidicos provenientes da peroxidacao lipidica, tendo-se

observado uma reducgéo desta atividade na amostragem final.
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7. Consideracoes finais e trabalhos futuros

Em suma, foi possivel observar uma interagéo clara entre os patégenos bacterianos e
0os organismos estudados e o desenvolvimento da resposta imune e hematoldgica dos
organismos a infecao. Na interagao entre a Photobacterium damselae subsp. piscicida e as
douradas de diferentes pesos, os hospedeiros demonstraram diferentes respostas a infecédo
com o patdégeno bacteriano, principalmente nos valores de mortalidade, hematécrito,
hemoglobina e catalase. Os individuos de dourada de maior peso demonstraram uma
resposta mais eficaz a infegado que os individuos de menor peso, tendo isto sido observado
na comparacgado dos valores de neutréfilos e mondcitos. Relativamente a interagdo entre o
Vibrio anguillarum e os individuos de robalo, foi possivel observar-se a interacdo da bactéria
com o organismo principalmente ao nivel dos parametros hematoldgicos, principalmente nos

valores de eritrécitos, hematdcrito, neutroéfilos e linfécitos.

Em estudos futuros, propde-se o estudo da interagdo de patdgenos bacterianos com
diferentes espécies de peixe em fases distintas do ciclo de vida, de modo a observar as
diferengas na interacdo com o patdgeno. Poderao ser determinados outros parametros de
resposta imune, como a atividade bactericida e atividade do complemento. Poderédo ser
recolhidos 6rgaos alvos dos patégenos para analise histologica e/ou imunohistoquimica, de
modo a observar os danos causados e confirmar a sua presencga nos tecidos do organismo.
Também seria muito importante avaliar o efeito modulatério da infecdo experimental na
expressao de genes pro e anti-inflamatérios, de forma a melhorar o conhecimento sobre os

mecanismos implicados no combate as doencas.
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