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RESUMO:

O objetivo deste trabalho foi verificar se satues;de 30, 60 e 100% de
oxigénio dissolvido exercem influéncia sobre a seivéncia e sobre os
parametros imunoldgicos, contagem total de hengcéoespécies
reativas de oxigénio em camardes da espéttpenaeus vannamei, sob
desafio do virus da mancha branca e da badtéizo alginolyticus. A
infeccdo ocorreu por inoculagdo direta na muscidat®s desafios
experimentais tiveram duracdo de 96 horas com @@ horas com a
bactéria e os parametros imunoldgicos foram avadiadcada 24 horas.
Houve uma menor mortalidade no grupo de animais &00% de
saturacé@o de oxigénio no desafio com virus e unermertalidade na
saturacdo de 30% de oxigénio paravoalginolyticus. Nao foram
encontradas diferengcas entre os trés niveis deémgigdissolvido
durante o periodo experimental, tanto para a baatémo para o virus,
nos parametros imunologicos. O grupo de animaisim@stados néo
apresentou mortalidade e os paradmetros imunolégieosianeceram
estaveis.

Palavras chaves Litopenaeus vannamei, virus da mancha branca,
Vibrio alginolyticus






ABSTRACT:

The objective of this study was to determine whet#uration of 30,
60 and 100% of oxygen influence on survival andhenimmunological
parameters total hemocyte count and reactive oxggenies in shrimp
Litopenaeus vannamel under challenge with white spot syndrome virus
andVibrio alginolyticus. The infection occurred by direct inoculation in
the musculature. Experimental challenge lasted @Gshfor virus and
72 hours for bacteria and the immune parameters eesluated every
24 hours. There was a lower mortality in the grafpanimals with
100% of oxygen saturation in virus challenge amiyd mortality in the
30% saturation group of bacteria. No difference foamd between the
three levels of dissolved oxygen during the triatipd for both the
bacteria and for the virus in immunological paramngt The animals
without challenge, the immunological parameteisstble.

Keyword: Litopenaeus vannamei, White spotVibrio alginolyticus.
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INTRODUCAO

O pescado € hoje a commodity mais comercializadaunado e
tem a China como maior produtora. Os mercados oaudsues de
maior importancia sdo Estados Unidos e a UnidofgiadFAO, 2010).

A producdo mundial de crustaceos em 2009 foi de4532 de
toneladas com um valor estimado em US$ 24.133.081.8endo
inferior apenas para a producdo de peixes de aogte @s principais
produtores americanos, Equador, Brasil, Hondurddégico, geram
20% da producéo mundial de crustaceos sendo ques@5¥%aseadas no
camardo branco do Pacificdjtopenaeus vannamei, seguido pelo
Litopenaeus stylitrostris (FAO, 2010; LIGHTNER, 2011).

A producgéo do camardo branco se da em viveiros amjoiente
de cultivo sofre alteragbes fisicas e quimicas no kecalo ciclo de
producdo (LE MOULLAC; HAFFNER, 2000). As concentias de
amonia e de matéria organica vao se intensificgmigipalmente pelo
aporte de alimentos (FUNGE-SMITH; BRIGGS, 1998; N@& et al.,
2004). Os fatores fisicos, como a temperatura da,gmpdem retardar e
diminuir a mortalidade de camardes inoculados corirus da mancha
branca (RAHMAN et al.,, 2006) assim como a expresgdoica de
células subcuticulares em camardes infectados cefrus da mancha
branca (REYES et al., 2007).

As alteracdes bruscas de salinidade promovem unergonma
mortalidade de animais infectados alem de altemgde quadro
hemocitico em animais da espéEienneropenaeus chinensis (LIU et
al., 2006) Alteracdes no pH afetam a sensibilidade a hipdxibientas
acidos tornam o0s animais mais sensiveis que arebient
alcalinos(ZHANG et al., 2006).

Alteracbes na concentracdo de oxigénio, hipOximmprem
alteracdo comportamental em camarfes (DEAN; RICH88HN, 1999;
ZHANG et al., 2006).

As alterac6es fisioldgicas dos animais interferensua interacdo
com o ambiente. Animais de maior peso ou ainda emagiio de
alimentos aumentam sua sensibilidade a hipoxia (@84t al., 2006).

O Virus da Mancha Branca
Até o final dos anos 1980 as viroses marinhas n@m e

consideradas importantes do ponto de vista ecaogistudos recentes
encontraram milhares de formas virais num milildeagua, sendo hoje
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aceita como a “forma de vida” mais abundante nesmas (SUTTLE,
2007). A globalizagdo do comércio, 0 uso de las&ws navios e as
facilidades de transporte internacional acelerasardistribuicdo de
micro-organismos pelos continentes (SAULNIER et2000a).

O desenvolvimento de uma patologia é o resultadmtdeacao
entre o animal, o ambiente e o patdgeno. Assinmplas presenca de
um agente patogénico ndo se traduz em doenca (EKESapud
LIGHTNER; REDMAN, 1998). Um ambiente adequado pdiwinuir
o risco de doengas oportunistas e a suscetibilidadenimal ao agente
infeccioso (FUNGE-SMITH; BRIGGS, 1998). Os crust@&@odem ser
afetados por vérios tipos de patdégenos como bastétingos e virus
(LIGHTNER; REDMAN, 1998).

Entre os virus patogénicos para camardes peneideds)s da
sindrome da mancha branca (WSSV, do inglékite Spot Syndrome
Virus) se destaca. Este virus possui rapida replicgg@aendo causar
100% de mortalidade nos cultivos, é apontado comodas maiores
flagelos para industria da carcinicultura mundi&&SCOBETO-
BONILHA et al., 2008; LIGHTNER, 2011).

Diagnosticado pela primeira vez em 1992, em Taivanijrus
emergiu no Japao em 1993, distribuindo-se pelosepaasiaticos
(NUNAN et al., 1998; SANCHEZ-PAZ, 2010). O primeidiagnéstico
no continente americano ocorreu em uma fazendardarées no sul do
Texas em 1995. A suspeita da forma de introducdémérica recai
sobre a importacdo de camardes congelados paranconsu vivos,
sob a forma de néauplios, para aquicultura, orighsarda Asia
(HASSON et al., 2006). Em 1999 est@ologia alcangou a América do
Sul quando surgiram mortalidades massivas no Equ#aibLAVIZ-
SILVA et al., 2004).

O Brasil permaneceu livre da doenca até 2004 quaundgram
0s primeiros casos em Santa Catarina com o refafalgunto a OIE
(Organizagéo Internacional de Epizootias) em jangdgr 2005.

O virus causador da mancha branca € um virus qradgode
dupla fita de DNA circular, tendo formato de bacito género
Whispovirus, pertencente a familia Nimaviridae (ESCOBETO-
BONILLA et al., 2008). A extrema mortalidade e middde atingem
varios decapodes como caranguejos, lagostins ergasn@ O et al.,
1996). A forma de infeccdo pode ocorrer de formezbatal com o
contato de animais contaminados, vivos ou mortossinda no sentido
vertical dos reprodutores para seus descendentsNQISEZ-PAZ,
2010).
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Vibrioses

As infeccBes bacterianas, principalmente os vibrisdo
consideradas como agentes oportunistas, localizeedo
preferencialmente no trato digestivo, branquiastéeala (MORALES-
COVARRUBIAS, 2008). As bactérias oportunistas mdith-se de
situagbes de estresse do animal para desenvofemcd®s como as
hepatopancreaticas e necroticas em larviculturas emgordas
(VANDENBERGHE et al., 1999; MORALES-COVARRUBIAS, 28).
Os principais relatos de mortalidade ocorrem nasiclaturas e
bercarios de camarbes (SAUNIER et al.,, 2000a). dro lado, o
Vibrio penaeicida j& demonstrou ser virulento para juvenis e para
adultos da espécid.. stylirostris e para 0 Penaeus japonicus
(SAULNIER et al., 2000b). ®ibrio alginolyticus, dependendo da cepa,
pode atuar como um patégeno oportunista em crestgd&AULNIER
et al., 2000a; LIU et al., 2004) e peixes marinb@o oSparus aurata
(BALEBONA et al., 1998).

Resposta imunoldgica

A prevencdo das doencas dos camardes percorre momes
caminho adotado em animais terrestres e seres lbsmaom o
monitoramento de infec¢gBes e a avaliagdo do estadoologico dos
provaveis hospedeiros. O estabelecimento de paggiasos indices de
saude para os crustaceos permitiria que as defia@€imunoldgicas e
consequentemente vulnerabilidade as doencas putessadetectadas,
contribuindo assim para o controle de patologis8QBERE et al.,
2000).

Os vertebrados possuem respostas imunes que indieim
reacoes de defesa inatas quanto adaptativas,aredulbum sistema de
defesa completo que Ihes confere memdria imunadgiravés da
producdo de anticorpos antigeno-especificos. Estteristica permite
o desenvolvimento de vacinas e, consequentemeitesanvolvimento
de uma medicina veterinaria preventiva. Animaiitebrados como o
camardo sdo dotados apenas do sistema imune BwOMemoria
imunoldgica é inexistente, ocorrendo apenas o femmmento imediato
do néo préprio (BARRACO, 2004).

Apesar de ndo ser tao eficiente como o sistematatdeyp o
sistema inato demonstrou ser eficaz, permitindo aesrtebrados
colonizarem espacos e ecossistemas com alta deaesidie
microrganismos, o que lhes garantiu a sobrevivéaoidongo da sua
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evolugdo. O conjunto de defesa dos invertebradmssepta ainda uma
cuticula rigida como barreira fisica na manutend@asua integridade
(BARRACO et al, 2008).

O fato dos invertebrados contarem apenas com adaum inata
significa dizer que seu organismo ndo esta aptoodupir anticorpos
antigeno-especificos e que ndo possui, portantoa umemdria
imunolégica em longo prazo. Em outras palavras,oafeccdo de
vacinas, da forma como a concebemos hoje, é IN{BYRRACO et
al., 2008).

O sistema imune (inato) dos invertebrados, incluinds
crustaceos, esta relacionado ao seu sangue ou ihEnajue é
composta por uma fracdo celular (hemdcitos) e uragdad liquida
(plasma), onde estéo dissolvidos os fatores husmadba hemdacitos e os
fatores humorais atuam em sinergismo para protegers animais
contra invasbes e infeccbes por patdégenos, gadantassim sua
sobrevivéncia (BARRACO et al., 2008).

Os invertebrados contam com diversos mecanismodetisa,
entre eles: coagulacdo da hemolinfa, melanizac&ieche pelo sistema
pré-fenoloxidase (proPO), sistema complemento ndedfzor lectinas,
aglutinagdo celular mediada por lectinas, sistermasbacterianos,
antifingicos e antivirais mediados por peptideas, neceptoresioll-
like ou por proteinas de reconhecimento padrdo, alépratiucdo de
espécies reativas de oxigénio e sistema fagoqiWANAGA; LEE,
2005).

As respostas celulares incluem a fagocitose deongianismos, a
formacgéo de nddulos e capsulas em torno de pasiadtranhas e a
cicatrizacdo de ferimentos (SODERHALL; CERENIUS, 929
BARRACO et al.,, 2008). Dentre os fatores humorastacam-se as
moléculas de reconhecimento padrao, como a protgi@ae ligam aos
lipopolisacarideos (LPS, LBP), proteinas que samigp-1,3-glicanas
(BGBP), proteinas que se ligam a ambos LPS p-1a3-glicanas
(LGBP), lectinas, o sistema de ativacdo da préteidase (proPO), o
sistema de coagulacdo (BARRACO, 2004; JIRAVANICHBAL et
al., 2006) e a hemocianina (ZHANG et al., 2004; &Eal., 2008).

Os hemdcitos sdo as células imunocompetentes IEBpEa
pelas respostas celulares dos crustaceos. Estalascééspondem a
invasao de microrganismos e parasitas, destruindmo fagocitose ou
isolando-os em agregados hemociticos através neédio de nddulos e
capsulas (vide revisdo de MILLAR; RETCLIFFE, 1994Ds
mecanismos de lise e morte dos patdgenos séo aindizados pela
atuacdo de moléculas microbicidas e/ou citotéxieascitadas pelos
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hemdcitos no sitio de infeccdo, ou resultanteslisagem proteolitica
de proteinas de sistemas de defesa adjacentes @EBFERHALL,
2002; BARRACO, 2004).

Ap6s a detecgdo dos invasores, 0s hemadcitos migaaano local
da infeccdo gerando uma reacdo inflamatoria. Airpddsta reacéo
inicia-se 0 processo de fagocitose dos microrgarssformando-se
camadas celulares com a forma de nédulos ou cpaaleedor destas
particulas com a possivel liberacdo de moléculagoimicidas e ou
citotoxicas para a degradacéao dos invasores (BARRAD04).

Existem duvidas ainda em relagédo a funcdo dasasepresentes
na hemolinfa. Enquanto alguns autores defendemrticipacdo dos
hemdcitos hialinos (HH) (SODERHALL et al., 1986; JBNSON et
al., 2000; MUNOZ et al., 2000), outros encontrasarem os hemacitos
com granulos grandes e pequenos (HGP e HGG) reapmisgor este
processo (PERAZOLLO, 1994; GARGIONE; BARRACO, 1998)

Nos crustaceos, a fagocitose de particulas essahlfieita tanto
pelos hemdécitos circulantes quanto por hemacitiigramos nos tecidos
(JOHNSON, 1987), sendo que o reconhecimento eoadsténcia dos
hemocitos a particula pode ocorrer diretamentayésr de ligagbes aos
receptores de membrana do fagécito, ou indiretamenediadas por
moléculas de reconhecimento padrdo dissolvidadatoma (MILLAR;
RATCLIFE, 1994). Ap6s a fagocitose do elemento wmrado nao-
préprio, aparece em vesiculas semelhantes a fagstisos, sendo em
seguida, degradados pelas enzimas presentes nestEsulas
(RATCLIFE et al., 1985).

E durante a fagocitose, quando o0s microrganismos sa
englobados pelos hemdcitos, que se observa um tamp@raumento no
consumo intracelular de oxigénio, conhecido parst respiratério,
onde ocorre a producao e a liberagdo de substarmiaglevado poder
microbicida e citotoxico (SONG; HSIEH, 1994; BOGDA# al., 2000;
CAMPA-CORDOVA et al., 2002), que auxiliam na moetelegradac&o
do agente invasor. Estas substancias incluem espd@itamente reativas
de oxigénio, como o anion superéxido, jOperoxido de hidrogénio
(H,0,), fons hidroxila (OF, oxigénio ‘singlet” (*O,), entre outras,
sendo que o &nion superoxido é a primeira substémder formada
neste process(CHANG et al., 2006). Além destas, outras moléculas
citotoxicas e microbicidas sdo produzidas e/ou rdidas pelos
hemdcitos, como as espécies reativas de nitrog@ERNS) e os
peptideos antimicrobianos (PAMs)(BARRACO, 2004).

As espécies reativas de oxigénio (EROs), sdo makecu
extremamente reativas que dispde de elétrons lamesuas camadas
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mais externas, reagindo com compostos que estejarimms como
membranas e proteinas. Desta forma tornam-se reéisieagentes
microbicidas e também citotoxicos, caracteristipas afetam o agente
infeccioso (ANDERSON, 1996; ROCH, 1999).

O complexo enzimatico de membrana denominado NADPH
oxidase é o responsavel pela produgéo dos radiedds, presente na
membrana plasmatica e lisossomal e que catalisaradacdo do
oxigénio molecular a anion superéxido,(QANDERSON, 1996). A
partir do &nion superdxido pode surgir espontanasereu por acdo da
enzima superoxido desmutase (SOD) o peréxido dedédio (HO.).
Este composto, altamente reativo e citotoxico, devedesmutado pelas
catalases para que ndo se difunda livremente feldasma, podendo
atingir o meio extra-celular danificando os tecidds hospedeiro
(WARNER, 1994).

Para prevenir estes possiveis danos, as céluldsosjpedeiro
possuem trés mecanismos de neutralizacdo desieaisa® primeiro
envolve compostos antioxidantes de baixo peso mialecomo o 4cido
ascorbico (vitamina C), a glutationaaetocoferol (vitamina E), que
podem interagir diretamente com as EROs neutralezas (WARNER,
1994). As outras duas estratégias de defesa emvalwea variedade de
enzimas que podem tanto metabolizar as EROs, qugppdioar os danos
causados a acidos nucléicos, lipidios e proteimasétula hospedeira
(enzimas de reparo de DNA, proteases, lipases) (MR 1994). Os
antioxidantes ndo enzimaticos, como o acido asodrbitamina E e o
B-caroteno, s&o de origem exdgena, necessitandan assrem
absorvidos através da alimentacdo (ANDERSON, 1996).

A avaliacdoin vitro da producdo de anion superdxido pelos
fagocitos é usualmente feita através do métodoedacéo do NBT
(nitro-blue-tetrazolium), que tem sido considerado um método preciso,
rapido e relativamente barato para mensurar ooefist substancias
potencialmente imunoestimulantes e 0 estresse toadam Vvarios
organismos, incluindo os de interesse aquicola (SONSIEH, 1994;
MUNO?Z et al., 2000; CAMPA-CORDOVA et al., 20028Iém disso, a
guantificagdo de anions superoxido € comumenteadé para avaliar o
status imunolégico e as condicbes de salude de camardeslusaos
cultivados (BARRACO et al., 2008).

JUSTIFICATIVA

O ataqueprovocado por patégenos, principalmente virus, nas
fazendas de camardo marinho tem dizimado produgedemdeias
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produtivas. Em Santa Catarina, desde o surgimentindnca em 2004,
a producdo nunca mais se reergueu restando hojesapEgumas
fazendas. A busca por instrumentos de controlecgagh tem sido o
objetivo de muitos pesquisadores e o conhecimemtoothportamento
do animal em situac@es de estresse € uma delas.

OBJETIVOS:
Objetivo geral

Contribuir para o entendimento da dinandeafatores ambientais
e patologias, através da interacdo entre a vargatatacédo de oxigénio
dissolvido e infecgBes por patdgeno viral e baaberi contribuir para o
desenvolvimento de uma ferramenta eficaz na adiado estado
imunitario do camarahb vannamei.

Objetivo especifico

a) Avaliar a influéncia da saturacéo de oxigénio disdo sobre a
sobrevivéncia, contagem total de hemdcitos e espéentivas
de oxigénio de camardes marinhos da espEcigannamei
inoculados com o virus da mancha branca (WSSV).

b) Avaliar a influéncia da saturagcéo de oxigénio disdo sobre a
sobrevivéncia, contagem total de hemdcitos e espéentivas
de oxigénio. de camardes marinhos da espécigannamei
inoculado com a bacténébrio alginolyticus

FORMATACAO DOS ARTIGOS

A tese esta dividida em trés capitulos. O primeéeferente a
introducdo e reviséo de literatura e os demaisspandem cada um a
um artigo. O segundo e terceiro capitulos estamdtados de acordo
com as normas da revista “Pesquisa VeterinarialBiras.
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CAPITULO 2

ESTADO IMUNITARIO DE CAMAROES BRANCOS DO
PACIFICO MANTIDOS SOBRE DIFERENTES SATURAGCOES
DE OXIGENIO DISSOLVIDO E DESAFIADOS COM VIRUS DA
MANCHA BRANCA.

Mauricio Lehmann, Cristiane Guertler, Delano D.|8dbr, Luciane
Perazzolo, Luis Vinatea

Artigo formatado de acordo com as normas da re\fstaquisa
Veterinaria Brasileira”
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ABSTRACT:

This study aimed to investigate the influence ahsdevels of oxygen
saturation on survival, total count of hemocytesl agactive oxygen
species in the marine shriniytopenaeus vannamei infected with white
spot virus. During 96 hours the hemolymph wereemtéd daily from
the animals inoculated with the virus, maintaine@gduaria with 30, 60
and 100% of oxygen saturation. The cumulative niigrtaf the animals
challenge with the White spot virus was inverselgportional to the
saturation of dissolved oxygen. However, the oxyg&iuration did not
affect the total count of hemocytes and reactivgger species (ROIS)
of the shrimp. Thus the decrease in oxygen satur&ti 30% appears to
increase the susceptibility of the shrimp to theit&/lspot virus,
however without presenting a significant influerrethe total count of
hemocytes and evaluation of reactive oxygen species

Keywords: Litopenaeus vannamei, WSSV, total hemocytes count,
oxygen reactive species

RESUMO:

O presente estudo teve por finalidade verificarflaéncia de diferentes
niveis de saturacdo de oxigénio sobre a sobrevaéacontagem total
de hemdcitos e as espécies reativas de oxigénimagrarées marinhos
da espécielitopenaeus vannamei infectados com virus da mancha
branca. Durante 96 horas foram realizadas coléfamsl de hemolinfa
de animais inoculados com virus, mantidos em agsi@om 30, 60 e
100% de saturacao de oxigénio. A mortalidade cuiwalalos animais
desafiados com virus da mancha branca foi invers@npeoporcional a
saturacdo de oxigénio dissolvido. A saturacéo dgéoio ndo afetou a
contagem total de hemdcitos nem as espécies reate/axigénio dos
camarfes. A queda na saturacdo de oxigénio até @ad¥%enta a
suscetibilidade dos camardes ao virus da mancimedraontudo sem
apresentar influéncia significativa sobre os patéseémunoldgicos.

Palavras chaved.itopenaeus vannamei, WSSV, Contagem total de
hemdcitos, espécies reativas de oxigénio.
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INTRODUCAO:

A doenca de qualquer organismo é o resultado deaigdo entre
patégeno, ambiente e hospedeildghtner & Redman, 1998). A
alteracdo dos parametros de qualidade de agua deiuwgimo de
producdo de camardes peneideos predispde a siuasfiessantes, a
ponto de aumentar a suscetibilidade dos anima@eaga (Le Moullac
& Haffner, 2000; Mercier et al., 2006; Peinado—Garav& Lopez
Meyer, 2006).

Experimentos com variagbes de parametros de qdelida agua
em infecgcbes com o virus da mancha branca forarduziios por
varios pesquisadores. Vidal et al. (2001) testasasobrevivéncia de
Litopenaeus vannamei infectados em diferentes temperaturas e obteve
92,5% de sobrevivéncia com em temperaturas de @ZHC. Rahman
et al. (2006) apontam que a temperatura mais efg@ara diminuir a
infectividade do virus foi de 33°C. Jiravanichphisa al. (2004)
avaliaram o efeito deste parametro éacifastacus leniusculus e
encontrarangue temperaturas mais baixas diminuem a infectiddio
virus. Por outro lado, Liu et al. (2006) verificarajue a mortalidade
aumenta com a diminuicédo da salinidadeFemer openaeus chinensis.

O oxigénio tem destacada importancia como fatoquedidade
de 4gua. O efeito de saturacfes inferiores a 1@b¥& & fisiologia tem
sido avaliado por pesquisadores em varias espéeiesustaceos. Jiang
et al. (2005) avaliaram o efeito agudo da hipdxiale vannamei, e
afirmam que em 48 horas a fenoloxidase intensifisna atividade
enquanto a contagem total de hemocitos diminuinagpeom 3,5 mg de
oxigénio por litro. O camaraditopenaeus. stylirostris submetido a
hipoxia foi objeto de estudo no periodo de muda phargnier e Soyez
(2005) e parde Moullac et al. (1998) em relacdo a sua sustietioie a
vibrioses. A susceptibilidade dnterococus, em hipdxia, foi avaliada
por Cheng et al. (2002) em relag&o ldacrobachium rosembergii.
Zhang et al. (2006) avaliaram a variagcao da totéaéé hipoxia (DO 50)
do camardoL. vannamei sob diferentes temperaturas, salinidades,
intensidades de luz, pesos corporais e indicepHlalenotando a
possibilidade de inUmeras interacdes entre edtaefa

O presente estudo teve por finalidade verificarflaéncia de trés
niveis de saturacdo de oxigénio teabre os pardmetros imunoldgicos,
contagem total de hemdcitos e espécies reativaoxigEnio em
camarfes marinhos da espétitopenaeus vannamei infectados com
virus da mancha branca.
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MATERIAL E METODOS

O experimentofoi realizado no Laboratério de Bioensaios do
Instituto Federal Catarinense, Campus Araquarifé&S@atarina, Brasil
em 2009 e 2010.

Material biolégico:

Foram utilizados 360 animais de 20+2g, da espétopenaeus
vannamei, provenientes de linhagem livre dos patdgenos céfsmms
(SPF, do ingléspecific Pathogen Free) de notificacdo obrigatéria pela
Organizacao Internacional de Epizootiases (OlE)ndos da Genearch
Aquacultura LTDA (Praia de Pititinga, Rio Grande diorte) e
cultivados no Laboratério de Camardes Marinhos davedsidade
Federal de Santa Catarina. Estes animais forarspiatados por via
rodoviaria até o Laboratério de Bioensaios do Ip&manecendo em
aclimatagao por um periodo de 48 horas com temparde 23°C, 35%o
de salinidade, aeracé@o e sem receber alimentacanteuodo o periodo
experimental (Pascual et al., 2006).

In6culo experimental:

O material infectante teve origem em amostras nidad de
fazendas de producéo de camardes localizadas i@a egrte e Sul do
estado de Santa Catarina, durante o surto de ZWEELarmazenadas a
-17°C. As amostras contaminadas e ndo contamirfada® trituradas
mecanicamente e homogeneizadas em solugdo tamp& 380 mM,
Tris a 10 mM, pH 7,4) (1:10 p/v) sendo centrifugadd000 xg por 20
minutos a 4°C. O sobrenadante foi centrifugado @090 g por 10
minutos a 4°C, filtrado (0,45 pum) e conservado étmogénio liquido
(Prior et al., 2003). O in6culo contaminado, queeterigem nas
fazendas, foi injetado em animais sadios (livresAMBSYV e IMNV).
Aos primeiros sinais de doenca os animais foramfEados para se
obter o inéculo experimental com a mesma metodalogiatada. A
presenca do virus da mancha branca foi confirmadaieel molecular
por PCR utilizando-se do protocolo recomendado @#ta(organizacao
Internacional de Epizootias).

Condicbes experimentais:

O experimento foi conduzido em dois grupos, umamitiado e
outro ndo, com quatro repeticbes para cada tratan@@, 60 e 100%
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de saturacéo de oxigénio), utilizando 24 caixastigkls com tampa e
capacidade de 60 litros. A agua com 35%. de saliieidfai filtrada e
esterilizada por radiacdo ultravioleta. Foram aatay 15 animais por
caixa respeitando uma ocupagdo maxima de um amaral quatro
litros de agudlLe Moullac et al., 1998; Jiang et al., 2005).

O sistema de controle de aeragéo foi composto yas tedes de
fornecimento de gases. Uma rede forneceu ar presdar por um
soprador de 0,25 cv, distribuido por um conjuntordegueiras para as
24 caixas com controle individual de fluxo junteada uma (ANEXO
). Uma segunda rede distribuiu nitrogénio para&aisas onde o nivel
de saturacdo do oxigénio proposto era de 30% e @D%ivel de
saturacdo desejado foi alcancado pelo borbulhaméatmitrogénio
(Jiang et al., 2005) até proximo a saturacdo rédpiee pelo consumo
dos animais (Le Moullac et al, 1998; Mugnier & Spy@005). A
manutencdo da saturacdo de oxigénio foi obtida flebo de ar
controlado e pela manutengdo de uma lamina de Eafifer{o vinil
acetato)(ANEXO I1) sobre a agua. A lamina resttings trocas gasosas
com a atmosfera pela diminuicdo interface ar &§pas a aclimatacao
de 48 horas no laboratério, os animais permanecpaamais 24 horas
nas trés saturacdes experimentais. A avaliacaoivi de oxigénio
dissolvido foi realizada com trés medicdes dianditizando-se um
oximetro modelo 550A fabricado pela empresa YSI.

Apés este periodo um grupo de animais foi inoculadm
material contaminado com virus da mancha branca @utm foi
inoculado com material ndo contaminado. A coleteheeolinfa para
andlise da contagem total de hemécitos (THC) eiam@a de espécies
reativas de oxigénio (EROSs) foi realizada a cadaas18:30h.

Foram retirados os animais mortos e computados gaaiar a
sobrevivéncia cumulativa por tratamento.

Desafio experimental:

Cada animal recebeu uma dose de 50ul de solucadhgag
13X4,5) no musculo abdominal entre o primeiro eusdg segmento
dorsal, tendo-se o cuidado de desviar a linha @emvitando-se
danificar qualquer estrutura delicada como o cordgéoal.

Andlises imunoldgicas

As amostras foram obtidas em pools de trés anipuaisaixa por
tratamento. A coleta foi realizada em seringa gefada com
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anticoagulante MAS (336mM NacCl, 115mM glicose, 2V me citrato

de sédio, 9 mM EDTA, pH 7,2) na proporcdo de 1lehd® a diluicdo
final em 1:3. A coleta foi realizada na regido entr (ltimo esternito
cefalotoracico e primeiro abdominal com seringaldml acoplada a
agulha 13X4,5. Um aliquota de 30ul foi separadauem solucédo de
anticoagulante com 4% de formol (formol MAS) pa@tagem de
células.

A contagem de células foi realizada com a utilivagg uma
camara de Neubauer. A producdo de anion superdXidd pelos
hemocitos foi quantificada pelo método de redug®dBT (nitro-blue-
tetrazolium), um corante redox amarelado solGvel, que durante
fagocitose é capturado para dentro do vacuolo fagoguntamente
com a particula endocitada (adaptado de Song &hH$894; Perazzolo
et al., 2002). O NBT é quimicamente reduzido péloi®ns superoxido
a formazan, que é um composto insolivel de coloragil-purpura,
gue pode ser visualizado diretamente ao microscépicolubilizado
pelo DMSO (dimetil sulféxido) e quantificado
espectrofotometricamente a uma absorbancia der30 n

Andlise Estatistica:

Os dados foram submetidos a andlise de varianomparcelas
subdivididas no tempa€0,05). Uma vez encontrada diferencas entre
as médias, foi utilizado o teste de Tukey para rsgpga de médias
(0<0,05) (Zar, 1984).

RESULTADOS

No dia subsequente a inoculagdo com o virus dahmacanca
0s animais desenvolveram uma evidente opacidadenwsulatura
indicando uma reacao inflamatoria no local da apho (Anexo ).
Ap6s 72h, alguns camardes apresentavam-se letdrgimixando-se
capturar ou deitados de lado no fundo da caixagpeddente da
saturacdo de oxigénio. Os animais que morreram apfiesentaram
manchas brancas no exoesqueleto, caracteristigedalagia.

A mortalidade cumulativa foi superior nos tratamergm que 0s
camarfes foram submetidos as menores saturacdesxidénio
dissolvido (Figura 1).
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Mortalidade acumulada

[ @100% oxigénio
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Figura 1: NUumero acumulado de camarfievannamei, encontrados mortos
durante o experimento, submetidos a trés satura®exigénio e inoculados
com o virus da mancha branca.

Os camarfes ndo infectados apresentaram uma exe;@b no
numero de células na avaliacdo da coleta de 24 lvora retorno aos
niveis normais na avaliacdo seguinte, sem apresgifdgeenca entre 0s
tratamentos com valores oscilando entre 15 ®0x16. Néo foi
observada diferengca significativa na contagem dmodk#os dos
camardes infectados entre os tratamentos em nermmantempos
avaliados (p0,05). A contagem total de hemdcitos apresentou uma
gueda a partir de 48 horas até o final do expetion@rabela 1).

Tabela 1: Contagem total de hemdcitos em camar&einims da
espécid.. vannamei submetidos a trés diferentes saturacdes de oxigénio
dissolvidos e desafiados com virus da mancha branca

Saturacdo Contagem Total de Hemdcitos (células X a0
de Horas
oxigénio 0 24 48 72 96
100% 21,38+ 21,41+ 4,39+ 5,48+ 2,46+
2,90x16  7,71x10 1,01x16  2,34x16  0,98x16
60% 20,00+ 27,90+ 8,38+ 7,97+ 2,15+
1,00x16  11,93x16  1,54x16 2,31x16  1,06x16
30% 20,98+ 21,13+ 10,83+ 5,31+ 3,08+

2,75x16 12,16x16 2,06x16 2,20x1 1,21x16

A avaliacdo das espécies reativas de oxigénio nipsag nao
infectados apresentou-se estavel durante todo @rimgnto. As
espécies reativas de oxigénio dos animais infestado apresentaram
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diferenca significativa em relagdo aos tratamermos nenhum dos
tempos avaliados §0,05). Contudo, foi observada diferenca ao longo
do tempo com um pico de producdo de anios peréaide 24 e 48
horas (Tabela 2).

Tabela 2: Producdo de &nions peroxido em célulascatearbes
marinhos da espécie. vannamei submetidos a trés saturacbes de
oxigénio dissolvido e desafiados com o virus da amanbranca
expressa pela absorbancia da redugéo doiNBitro.

Saturacgédo de Producéo de anions superoxido (absorbancia 630nm)

oxigénio Horas
0 24 48 72 96
100% 0,180 0,535 0,662 0,471 0,586
10,025 40,151 +0,146 +0,011 +0,111
60% 0,365 0,539 0,594 0,353 0,317
10,164 10,137 +0,059 10,055 10,052
30% 0,224 0,624 0,568 0,337 0,327

+0,043 +0,129 10,142 +0,066 +0,108

DISCUSSAO

Os animais apresentaram letargia e morte sem a&nmaslas
manchas brancas caracteristicas a exemplo doscactiadiathew et al.
em 2007. O indice de mortalidade dos animais derantxperimento
apresentou uma elevada diferenca quando relaciohastiuracdo do
oxigénio dissolvido. A mortalidade ocorrida nosnaais com 100% de
saturacdo de oxigénio foi 25% daquela encontradaamimais com
30% de saturacdo, apontando para influéncia destangtro sobre a
sobrevivéncia do camardo em resposta ao desaferimgntal. Ruiz-
Velazco et al. (2010), em avaliacdo da influéndighica do virus da
mancha branca em fazendas mexicanas, afirmam caemento da
aeracdo em pequenos ambientes diminui o impacteirditome da
mancha branca.

Os sinais inflamatérios encontrados nos animaisloval de
aplicacdo sado conhecidos e relatados por Barraab €008) e Sarathi
et al. (2007).

As saturacGes de oxigénio aplicadas neste expeome#o
demonstraram influéncia significativa sobre a opeta total de
hemdécitos ou sobre a producdo de anions peroxido.
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Jiang et al. (2005) constataram queda na contagésh de
hemdécitos, em camardes da espéPenaeus stylirostris quando
submetidos a concentracdes de oxigénio de 3,52 rdg I* apds 24
horas porém sem diferenca estatistica. Le Moullacale (1998)
realizaram um experimento com severa hipoxia de/lldegsaturacédo
de oxigénio por 24 horas e afirmam que houve ceea30% de
diferenca na mortalidade, no entanto esclarecesnogresultado pode
ser devido ao nimero reduzido de animais porntetdo, apenas 10
animais.

Mugnier e Soyez (2005) afirmam que o efeito da Xigpparece
diminuir ao longo do tempo para o camaPaatylirostris sugerindo que
0 animal consegue se adaptar aos baixos niveixigénio. Dean e
Richardson (1999) fazem a mesma afirmacdo em rekacdn camaréo
de agua docParatya curvirostris.

A diminuicdo na contagem de hemdcitos, que foi tzdada no
experimento, € um achado comum em animais infestpdm virus da
mancha branca em varias espécies de crustacemsfighpaisal et al.,
2006; Sarathi et al., 2007). Wang et al. (2002)rafim que esta reducéo
na contagem se deve principalmente a diminuicdo hdmsdcitos de
granulos grandes e dos hemoécitos de granulos pesju@nincipais
alvos do virus da mancha branca.

Zenteno-Savin et al. (2006) utlizaram a hipdxia em
experimento com 24 horas de duracdo towannamei para avaliacdo
das espécies reativas de oxigénio em hipdxia, afido que ndo houve
diferenca significativa com a normdxia, concluiraimda que os valores
criticos de oxigénio ficaram entre 0,9 a 2 mg/lapanimais entre 10 e
15¢g, muito abaixo das saturacdes utilizadas nest@lho. Segundo Le
Moullac e Haffner (2000) e Le Moullac et. #1998) a atividade da
célula ndo se altera perante a hipdxia, incluinddA®DPH oxidase,
responsavel pela producdo de ions peréxido (ER®shovich (2004)
afirma que o percentual de consumo de oxigénio ggacies reativas é
entre 0,1% a 0,2%, o que leva a pensar que esienplp realmente é
pouco influenciado pela saturacao deste gas. Sedenbvich (2004)
0 animal infectado com o virus da mancha brancasapta diminuic&do
no consumo de oxigénio podendo diminuir o impaetsta fator.

Parametros imunolégicos de camarbes sofrem inflaénde
vérios fatores ambientais como temperatura, salifédWang & Chen,
2006) e aménia (Jiang et al., 2004). Parametrogudéidade de agua,
fisicos ou quimicos, estagio de desenvolvimento kinainosidade
podem alterar a sensibilidade do camar&o a falaxgnio (Zhang et
al., 2006). Segundo Bachére (2000) os parametrasdlagicos dos
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crustaceosl. vannamei em particular, sdo extremamente sensiveis e
podem sofrer as mais diversas influéncias levanditesacdo sem uma
justificativa aparente.

E prudente considerar que a alteracdo de oxigé&e mduzir a
algum mecanismo compensatério ou ainda atuar snltres elementos
nao levados em consideracdo no presente trabatho, gor exemplo, a
hemocianina, que, segundo Zhang et al. (2004) eetail. (2008),
exerce funcéo anti viral.

CONCLUSAO:

As variacdes na saturacdo de oxigénio influenciam a
suscetibilidade dos animais ao virus. A menor agfo, 30%aumenta
a suscetibilidade dos camarfes ao virus da manmehaade a saturacdo
em 100% atenua o impacto do virus. Contudo néo ehaniluéncia
significativa sobre a contagem total de hemdcitos avaliacdo das
espécies reativas de oxigénio. Os parametros dualiado refletiram o
impacto das diferentes saturacdes de oxigénio.
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ABSTRACT

This study aimed to investigate the influence dfedént levels of
oxygen saturation on survival and on immunologigatameters total
count of hemocytes and reactive oxygen specielanmiarine shrimp
Litopenaeus vannamei infected experimentally with theVibrio
alginolyticus. During 72 hours the hemolymph were collected ydalil
from the shrimp inoculated with the bacteria, mamed in aquaria with
30, 60 and 100% of oxygen saturation. The cumwdatiortality of the
animals challenge with théibrio aginolyticus bacteria is lower in the
100% oxygen saturation. However, the oxygen saturatid not affect
the total count of hemocytes and reactive oxygeties (ROIS) of the
shrimp. Thus the decrease in oxygen saturation 0% Zppears to
increase the susceptibility of the shrimp to therie, however without
presenting a significant influence on the total doof hemocytes and
evaluation of reactive oxygen species.

Keywords:Litopenaeus vannamei, Vibrio alginolyticus, total hemocytes
count, oxygen reactive especies

RESUMO

O presente estudo teve por finalidade verificarflaéncia de diferentes
niveis de saturacdo de oxigénio sobre a sobrevivémcsobre os
pardmetros imunoldgicos contagem total de hemdaofosspécies
reativas de oxigénio em camarfes da espiédapenaeus vannamei
desafiados experimentalmente cowibrio alginolyticus. Por um
periodo 72 horas foram realizadas coletas diarashamolinfa dos
camarfes mantidos em aquarios com 30, 60 e 100%atdeacdo de
oxigénio. A mortalidade cumulativa dos animais fladas comVibrio
alginolyticus foi maior na saturacéo de 30% de oxigénio. Noreafas
diferentes saturacfes néo afetaram a contagendtadmaocitos ou as
espécies reativas de oxigénio (EROs) dos animaigimfinuicdo da
saturacdo de oxigénio até 30% parece aumentarcamildlidade do
camardo aoVibrio, porém, sem influenciar significativamente a
contagem total de hemdcitos ou a avaliacdo dasciespeeativas de
oxigénio.

Palavras chavesitopenaeus vannamei, Vibrio alginolyticus, contagem
total de hemdcitos, espécies reativas de oxigénio
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INTRODUCAO

O oxigénio é um fator indispensavel ao desenvolrtmede
qualquer organismo heterotréfico (Vinatea, 201@nde® o segundo
fator limitante na produc¢éo aquicola depois doettito (Boyd e Tucker,
1998). A concentracéo de oxigénio dissolvido naagexerce influéncia
sobre o0s parametros imunolégicos (DirekbusarakomD&nayadol,
1998; Jiravanichpaisal et al., 2004) assim comutensidade luminosa,
0 pH e a salinidade alteram a sensibilidade do Gha vannamei em
niveis extremos de hipdxia (Zhang et al., 2006jugdo Le Moullac et
al. (1998) baixos niveis de oxigénio, comuns emiuds de camardes, e
alta densidade, elevam a sensibilidade de campeiiass vibrioses.

As bactérias potencialmente patogénicas dispemsanaio nao
indicam necessariamente uma doenca (Morales-Cdias;u2008). A
vibriose em camardes marinhos é considerada noen&ntomo uma
infeccdo secundaria (Mohney et al., 1994) ameacandoipalmente a
producéo nas larviculturas e bercarios (Sauniet.,e2000). Porém, estas
bactérias s@o potencialmente patogénicas pardnaltes e invertebrados
marinhos podendo gerar gastrenterites, lesédo rass,ohemorragias,
ascites e vasculites (Balebona et al., 1998; Aé&caidal., 2001; Austin e
Zhang, 2006). Variac6es de parametros ambientai® quH, salinidade
e amodnia podem alterar a viruléncia de bactériasogoor exemplo do
Vibrio alginolyticus e doVibrio harveyi (Liu & Chen, 2004).

Pelo envolvimento de varios tipos de tecidos, osamismos de
defesa contra infeccdes bacterianas ainda ndo estidmente
elucidados (Burgents et al., 2005). O desenvolvimele bioensaios
para o monitoramento da imunidade dos camarbes didus a
situacbes de estresse pode estabelecer formas déonamento
periédico, indicando momentos de maior fragilidadie animal as
doencas (Bachére, 2000).

O presente estudo teve por finalidade verificanfluéncia de
diferentes niveis de saturacao de oxigénio sobobeevivéncia e certos
parametros imunol6gicos tais como contagem totalheemocitos e
espécies reativas de oxigénio em camardes da espibgpenaeus
vanname desafiados experimentalmente cWihrio alginolyticus.

MATERIAL E METODOS
O presente trabalho foi realizado no Laboratéri@mensaios do

Instituto Federal Catarinense, Campus AraquarifeS@atarina, Brasil
em 2009 e 2010.
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Material biol6gico

Foram utilizados 360 animais de 10 + 1,59, da &spéc
Litopenaeus vannamei, provenientes de linhagem livre dos patégenos
especificos (SPF, do ingl&pecific Pathogen Free) de notificacdo
obrigatéria pela Organizacao Internacional de Epiizses (OIE) da
Genearch Aquacultura LTDA (Praia de Pititinga, Réwande do
Norte) e cultivados no Laboratério de Camardes ihas da
Universidade Federal de Santa Catarina. Estes @irfmam
transportados por via rodoviaria até o Laboratd@e Bioensaios,
permanecendo em aclimatacdo por um periodo de 4&shaom
temperatura de 25°C, 35%. de salinidade, aeracdene receber
alimentacdo durante todo o periodo experimentalpfazme
recomendacao de Pascual et al. (2006).

Inéculo experimental

A cepa selecionada d&ibrio alginolyticus utilizada no
experimento teve origem no Laboratério de CamaNesnhos da
Universidade Federal de Santa Catarina. O matfiiakpicado em
placa de Petri contendo meio de cultura agar tltssucitrato bile
sacarose (TCBS, Himedia), para confirmacao de puKeplbnias
sacarose positiva). Em seguida uma colbnia de bastéfoi
inoculada em meio de cultura caldo de coracdo ebecér(BHI,
Himedia) com 3% de NaCl e incubada a 30°C por 1&@os o
crescimento, a cultura foi diluida em série (1:48 a diluicao 18,
sendo semeadas em agar triptona de soja (TSA, Hhned
suplementado com 3% de NaCl para contagem totalirdgades
formadoras de coldnia por mililitro (UFC )l do inéculo. Este foi
diluido serialmente em BHI (1:2) em triplicata makroplacas de 96
pocos até o 12° poco, e a absorbancia medida etor I€ie
microplaca no comprimento de onda de 630nm, pardecgdo da
curva de crescimento (Concentragéo bacteriana xrbBscia)(Silva
etal., 2011).

Para a infeccdo experimental, o indculo cultivado BHI foi
centrifugado 20 minutos a 1800gxO sobrenadante foi descartado e
0 precipitado suspendido em solucdo salina esgfl (SSE) na
proporcao para que a suspensdo se mantivesse RhQ*LLZFCml™
de V. alginolyticus segundo a curva de crescimento feita
anteriormente.
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Condi¢bes experimentais

O trabalho foi conduzido com dois grupos de animais
contaminado e outro ndo, com quatro repeticdes qada tratamento.
Foram utilizadas 24 caixas plasticas com tampapacidade de 60
litros, mantidas com trés diferentes saturacdesxagnio: 100%, 60%
e 30%. A agua utilizada foi filtrada e esterilizadam radiacéo
ultravioleta. Foram alojados 15 animais em cadaacagspeitando a
ocupacao maxima de um animal para quatro litrodgie (Jiang et al.,
2005; Le Moullac, 1998). O sistema de controle deyenacdo foi
composto por duas redes de fornecimento de gasesrade fornecida
ar pressurizado por um soprador de 0,25cv, distlitbpor um conjunto
de mangueiras para cada uma das 24 caixas comniroledandividual
de fluxo junto a cada uma (ANEXO I). Uma segundgerdistribuia
nitrogénio através de mangueiras para as caixag endivel de
saturacdo proposto era de 30 ou 60%, também dotlaontrole
individual. O nivel de saturacdo desejado foi ajedlo pelo
borbulhamento de nitrogénio (Jiang et al., 2008)pabximo a saturacéo
de oxigénio requerida e pelo consumo de oxigéniospanimais (Le
Moullac et al., 1998; Mugnier & Soyez, 2005). A mtenc¢éo do nivel
de saturacdo de oxigénio foi obtida pelo fluxo decantrolado. A
manutencdo de uma lamina de EVA (etileno vinil @ogt(ANEXO 1)
sobre a agua restringia as trocas gasosas com asfeten pela
diminuicdo interface ar agua. A avaliacdo do nidel oxigénio foi
realizada com trés medi¢ddigrias com o uso de um oximetro modelo
550A fabricado pela empresa YSI. Os animais foraantidos por 24
horas na saturacdo de oxigénio preconizada parpesimento antes do
desafio experimental.

Apés este periodo os animais foram desafiados ¥®@dmio
alginolyticus. A coleta de hemolinfa para analise de THC e RIS
realizada a cada 24h.

Desafio experimental

Os animais, do grupo contaminado, foram inoculaaws 50l
de solugéo contendd. alginolyticus (1,2x16 por animal UF@nI™) os
animais do grupo ndo contaminado receberam solusdina,
utilizando-se agulha 13X4,5. A inoculacdo foi readia no musculo
abdominal entre o primeiro e segundo segmentogiaaelorsal, tendo-
se 0 cuidado de desviar a linha central evitandqesdquer estrutura
delicada como o corddo neural.
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Coleta de material

A coleta de material foi realizada em pools de &ménais por
caixa por tratamento. O procedimento foi realizaclom seringa
refrigerada com anticoagulante MAS (336mM NaCl, i glicose,
27 mMde citrato de sédio, 9 mM EDTA, pH 7,2) nagmgado de 1:2,
sendo a diluicdo final em 1:3. A coleta foi reatiaena regido entre o
ultimo esternito cefalotoracico e primeiro abdorhitem seringa de 1,0
ml acoplada a agulha 13X4,5. Uma aliquota de 36usdparada em
uma solugédo de anticoagulante com 4% de formon@MAS) para
contagem de células numa camara de Neubauer

A producdo de anion superoxido (O pelos hemdcitos das
espécies analisadas foi quantificada pelo métodoedecdo do NBT
(Sigma) (nitro-blue-tetrazolium) (adaptado de SangHsieh, 1994;
Perazzolo et al.,, 2002), um corante redox amarekadvel, que
durante a fagocitose é capturado para dentro ddaol@dagocitico
juntamente com a particula endocitada. O NBT €& igaimente
reduzido pelos anions superoxido a formazan, quemécomposto
insolivel de coloragdo azul-plrpura, que pode smualizado
diretamente ao microscépio ou solubilizado pelo @M%dimetil
sulfoxido) e quantificado espectrofotometricamestema absorbéancia
de 630 nm.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a andlise de variancmparcelas
subdivididas no tempau£0,05). Uma vez encontrada diferengas entre
as médias, foi utilizado o teste de Tukey pararsgpga de médias
(0<0,05) (Zar, 1984).

RESULTADOS

Os animais apls a inoculagdo apresentaram uma santen
opacidade da musculatura de forma radial em relagig@onto de
inoculacéo (Anexo llI).

Foi observada uma menor mortalidade de animaisaga&rios
com saturacao de oxigénio de 100% (Figura 2).
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Mortalidade acumulada
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Figura 2: Nimero acumulado de camarfiessannamei encontrados mortos
durante do experimento, submetidos a trés satwsat®exigénio e inoculados
com a bactéri/ibrio alginolyticus em diferentes tempos.

N&o foi observada diferencga significativa na coatagotal de
hemdécitos no grupo de animais infectados entrerasnmentos em
nenhum dos tempos avaliados@®5). A contagem total de hemdcitos
dos animais desafiados camalginolyticus apresentou uma queda nas
24 horas apenas na saturacdo de 30%, mantendtigel esé 48 horas
com recuperacdo até 72 horas. Os animais nao doados
apresentaram a contagem de hemdcitos estavel Etief e 20x16
sem diferengas significativas. Os animais apresamtaalteracdo do
comportamento com letargia e breves momentos de&acagi A
mortalidade apresentou um pico nas 48 horas, peimente no grupo
dos animais com 60% de saturacdo de oxigénio, irettuze nas 24
horas seguintes (Tabela 3).

N&o foi observada diferenca significativa nas eiggéeativas de
oxigénio dos camardes entre os tratamentos em neidos tempos
avaliados (p0,05). A producédo de anions peréxido apresentoraelo
apos a inoculacao oscilando até o final do experinéTabela 4). Os
animais nao contaminados apresentaram valoressoebdincia estaveis
com leve aumento nas 24 horas estabilizando-se wvatores
semelhantes aos dos animais infectados (0,15 x 0,20



50

Tabela 3: Contagem total de hemdcitos em camar&einims da
espécid.. vannamei submetidos a trés diferentes saturacdes de oxigénio
dissolvido e desafiados com a bact#fitario alginolyticus

Saturacao Contagem total de hemécitos (células %rhb’
de Horas

oxigénio 0 24 48 72

100% 9,45+ 9,33+ 9,10+ 13,04+
0,759x10  0,735x16 3,858x16  4,955x16

60% 12,3+ 19,72+ 14,84+ 20,08+
1,279x16  3,079x16  6,530x16  4,731x16

30% 20,9+ 9,01+ 15,69+ 30,57+

1,537x16 1,372x16 6,777x16  15,655x16

Tabela 4: Producdo de &nions peroxido em célulascatearbes
marinhos da espécie. vannamei submetidos a trés saturacbes de
oxigénio dissolvido e desafiados com a bactéifmio alginolyticus em
diferentes tempos expressa pela absorbancia dgaedio NBTin
vitro.

Saturacdo de Produgédo de anions peréxido (absorbancia 630nm)

oxigénio Horas
0 24 48 72
100% 0,073 0,148 0,157 0,214
10,025 10,062 10,080 10,035
60% 0,074 0,201 0,202 0,204
10,164 10,087 10,059 10,005
30% 0,083 0,206 0,074 0,185

+0,043 +0,125 +0,049 +0,028

DISCUSSAO

A diferenca entre o nimero de animais mortos enados em
cada um dos tratamentos sugere que haja influethaiaoxigénio
dissolvido mesmo sem diferenca significativa entie parametros
imunolégicos avaliados. Segundo Ruiz-Velazco e{2410) o uso de
aeracao mais intensa diminui o impacto de doenghetin fazendas de
camardo mexicanas.

Ap6s 72 horas de bioensaio nao foi encontrada edtifer
significativa nos parametros imunoldgicos contagetal de hemdcitos
e ROIs entre os camardes dos trés tratamentosdesliAo longo do
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tempo a contagem de hemdcitos apresentou uma lesdagapds a
inoculacdo. No local da inoculacdo surgiu uma egié opacidade da
musculatura que também foi encontrado por Liu.g@l04) e Burgents
et al. (2005). Esta alteragdo pode ser resultadomdgacdo de
hemdécitos, importantes na defesa contra micro-sgeas (Haug et al.,
2002), para sequestro e posterior fagocitose dzérizs (Sarathi et al.,
2007), fato que pode justificar a queda inicial aentagem total de
hemocitos com recuperagdo na sequéncia, resultadhellsante ao
encontrado por Cheng et al. (2002). Este padréarediflas infeccdes
virais, onde as células sao o alvo do agente iifegcdando origem a
uma acentuada queda subsequente (Wang et al., 2002)

A producédo de anions peroxido teve um comportamesddante
sem tendéncia definida. Zenteno-Savin et al. (2@6iGnam que em
ambientes com 1 mg'lde oxigénio dissolvido n&o existe influéncia
sobre a producao de ions peroxido. O mesmo altoraafue hipdxias
prolongadas né&o intensificam efeitos, confirmandoachado por
Mugnier e Soyez (2005) e Dean e Richardson (1988), que os
camardes podem se adaptar a condi¢cdes de hip&mlgsubmetidos
por mais de 24 horas. Segundo Le Moullac e Haf{@é00) e Le
Moullac et al (1998) a atividade da célula ndo se altera petaptia,
incluindo a NADPH oxidase, responsavel pela produc#g ions
peroxido (EROS). Fridovich (2004) afirma que o petaal de consumo
de oxigénio para espécies reativas é entre 0,1%2%,® que torna
reduzida a influéncia da saturacdo de oxigénio es@ste recurso
imunoldgico.

E importante considerar que alteracbes ambientaimoc
salinidade, temperatura, pH e intensidade de lyzamda, alteracdes
fisiolégicas como peso do animal e condicdo alisrepbdem alterar a
sensibilidade dd.. vannamel ao oxigénio (Zhang et al., 2006), o que
pode tornar as condi¢cfes experimentais muito esmEi Em outras
espécies de crustdceos como o camardo de aguavidooabachium
rosembergii foram encontradas diferencas significativas natagem
total de hemdcitos e na producdo de anions perédheng et al.,
2002) em testes superiores a 120 horas e com dieaigigénio de 2,75
mg/l ou menores .

CONCLUSAO:
As concentracdes de oxigénio de 30, 60 e 100% néo

influenciaram a contagem total de hemdcitos e péaosss reativas de
oxigénio em camarbes brancos do pacifico desafiados
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experimentalmente com alginolyticus durante o periodo de 72 horas.
A saturacdo de 100% diminuiu a sensibilidade dosacdes a bactéria.
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CONCLUSOES GERAIS:

a) Os niveis mais altos de saturacdo de oxigéniotezant em
maior sobrevivéncia ao camardb. vannamei quando
submetido ao desafio com o virus da mancha brarzanea
bactériavibrio alginolyticus.

b) A exposicdo de camarfes da espéciannamei infectados
com o virus da mancha branca a saturagdes de axigérso,
60 e 100%, por 96 horas, ndo demonstrou influenaiar
contagem total de hemdcitos na hemolinfa e a aaialas
espécies reativa de oxigénio.

c) A exposicdo de camardes da espécieannamei infectados
com a bactéri&/ibrio alginolyticus a saturacdes de oxigénio de
30, 60 e 100%, por 72 horas, nao demonstrou inflaera
contagem total de hemdcitos na hemolinfa e a aaialas
espécies reativa de oxigénio.
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CONSIDERACOES FINAIS:

A realizacdo de bioensaios é uma importante femgmpara
estabelecimento de padrbes e condutas dentro deatinmdade. Os
bioensaios realizados com o camarBiopenaeus vannamei Ssao
conduzidos nas mais diversas condicdes, sejanagisguimicas ou
biolégicas. Esta situacdo gera uma dificuldade aonigtande de
comparacédo de resultados ou até mesmo a utilizied@iados para que
se economize trabalho e dinheiro. E recomendaved gqajam
estabelecidas normas e padrdes para uma evolug¢sioamiaa.

A conducdo de bioensaios com inoculacdo viral eanaee
praticamente proibida no Brasil. Este trabalhoesoft intervencéo dos
orgaos de vigilancia sanitaria estadual e fedevakprca de 20 meses.
N&o existe a atribuicdo de culpa uma vez que €sEBos estavam
fazendo o seu trabalho embasado em uma lei a quahts respeitar.
Quando foi possivel a realizacdo do trabalho eideftado a frente
dentro de todos os preceitos legais que envolveta @go de
experimento. E importante ressaltar que o relac@mio entre 0s
o6rgdos de fiscalizagdo, pesquisa, extensdo e dénoenseja
prioritariamente estreitada no sentido de permitiesenvolvimento de
pesquisas com todos e quais quer tipos de virus @uag as mentes
privilegiadas de nosso pais e nosso estado percdependéncia de
pesquisadores estrangeiros.

Os resultados encontrados por outros autores cendazpropor
niveis mais baixos de oxigénio para 0s bioensaios) situacdes
agudas de avaliacdo em periodos mais curtos delaso24 horas
iniciais. O resultado da mortalidade acumulada coemores indices
nas maiores saturacdes indica a busca de outrdametos de
qualidade imunoldgica talvez em niveis molecula@sintermédio da
expressao génica de proteinas.
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ANEXO I: Sistema de distribuicAo dos gases a cadama dos
aquarios.




65

ANEXO II: Disposicéo da lamina de EVA sobra a lamia de agua.
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ANEXO IlI: Alteragdo da musculatura dos camardes n@g locais de
inoculacgéo.




