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RESUMO

A suplementacé@o oral do extrato bruto de polissdeas sulfatados,
obtido da microalg&orphyridium cruentunfRhodophyta), foi avaliada
sobre 0 ganho em peso, sobrevivéncia, parametromigygicos e perfil
das enzimas digestivas em juvenis do camardo neatiitbpenaeus
vannameiO extrato bruto de polissacarideo sulfatadodaiianado em
diferentes concentragdes 0%, 0,5% 1%, 1,5% e 2%ma tacao
comercial (proteina bruta 40%; extrato etéreo 7,5%), oferecida duas
vezes por dia para 2000 camardes com peso médial ide 6,6+0,2 g.
A cada dez dias, 0s animais eram pesados e eratadad amostras de
hemolinfa - para monitoramento das varidveis imbgichs - e de
intestinos, para avaliacdo do perfil de enzimas6sAB0 dias de
alimentacéo, os animais (13,5+0,8 g) foram reomgtds em um novo
experimento, onde foram desafiados com o patogéfiorio
alginolyticus, na concentracdo 5x1QFC/mL, por injecdo (25 pL)
aplicada no primeiro segmento dorsal. Os animaigmpo controle
receberam injecdo de solucdo salina estéril. Aesbldncia e os
parametros hemato-imunolégicos (contagem totaledediitos, CTH, e
atividade da fenoloxidase, PO) foram avaliados inal fde 48 h. A
suplementacao dietética registrou 0s maiores gaetmopeso na faixa
de 1% a 1,5% de suplementagdo. A composicdo corgosaanimais
ndo foi afetada pela suplementacdo. Similarmerdée, foi observada
alteracdo nas atividades das carboidrases e mmsésin no
hepatopancreas com as diferentes doses testadestafto, registrou-
se um aumento da atividade enzimética ao longatestino, sugerindo
0 carreamento das enzimas digestivas produzidabBepatopancreas
para este drgdo. Antes do desafio com o patdgeeoaa a atividade da
PO apresentou um aumento proporcional a suplend&nthietética com
0 polissacarideo sulfatado. ApGs o desafio, os aisiaimentados com
a dieta contendo 1% de polissacarideo apresentaarmaior
sobrevivéncia (90%) em 48 h, enquanto que os asmirdai grupo
controle, sem suplementacdo, assim como os alidesitaom dieta
contendo 2% de extrato de polissacarideo, apreaemtsobrevivéncia
de aproximadamente 63%. Apés o desafio a CTH diiniemn todos os
tratamentos, mas continuou sendo mais elevada niosaia que
receberam a dieta suplementada com o extrato desachrideo. Em
contraste, a atividade da PO aumentou em todogatsmentos e
continuou sendo maior naqueles suplementados cdmssgmarideo



sulfatado. De acordo com os resultados obtidosretggeuma faixa de
suplementacéo dietética de extrato de polissacaridelfatados entre
1% e 1,5%. Dentro desta faixa, otimiza-se o gamh@eso, resisténcia
a infeccdo, imunoestimulacéo e atividade das erzdigestivas.

Palavras-chave: Litopenaeus vannamei Porphyridium cruentum
polissacarideos sulfatadod/ibrio alginolyticus imunoestimulacéo,
enzimas digestivas.



ABSTRACT

Oral supplementation of crude extract of sulfatealygaccharides,
obtained from microalga®orphyridium cruentum(Rhodophyta), was
evaluated on the weight gain, survival, immunolagisarameters and
profile of digestive enzymes in juvenile marine istir Litopenaeus
vannamei The crude extract of sulfated polysaccharide added at
different concentrations 0%, 0.5%, 1%, 1.5% andt8% commercial
diet (40% crude protein , ether extract 7.5%) emft twice day for
2000 shrimps with an average initial weight of &.®.2g . Every ten
days, the animals were weighed and samples welectanl hemolymph
- for monitoring immunological variables - and istiees, for assessing
the profile of enzymes. After 30 days of feedinginzals (13.5 = 0.8g)
were rearranged in a new experiment where they aleaienged with
the pathogevibrio alginolyticusin a concentration 5x£@FU / mL for
injection (25uL) applied on the first dorsal segindime control animals
received injections of sterile saline. Survival arftemato -
immunological parameters (total count of hemocy@BH, and phenol
oxidase activity, PO) were evaluated at the end48h. Dietary
supplementation recorded the largest gains in weémgthe range of 1%
to 1.5% supplementation. The body composition efghimals was not
affected by supplementation. Similarly, no changege observed in the
activities of carbohydrases and proteinases inh#patopancreas with
the different doses tested. However, there wasnarease in enzyme
activity along the intestine, suggesting the comidacof digestive
enzymes in hepatopancreas for this organ. Befoadleciye with the
pathogen, only PO activity showed an increase ptigmal to dietary
supplementation with sulfated polysaccharide. Aftdrallenge, the
animals fed the diet containing 1% polysaccharigened the highest
survival (90%) in 48h, while the control animals thaut
supplementation, as well as a diet containing 2#%@ekpolysaccharide,
showed a survival rate of approximately 63%. Aftérallenge CTH
decreased in all treatments, but remained highénéranimals fed the
diet supplemented with the extract polysaccharidecontrast, the PO
activity increased in all treatments and remaineghdr in those
supplemented with sulfated polysaccharide. Accgdin the results
obtained suggest a range of dietary supplementatibnsulfated
polysaccharides extract from 1% to 1.5%. Withirs ttange, optimizes



the gain in weight, resistance to infection, immutanulation and
activity of digestive enzymes.

Keywords: Litopenaeus vannamePorphyridium cruentum sulfated
polysaccharides,Vibrio alginolyticus immunostimulation, digestive
enzymes.
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CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aquicultura com énfase no cultivo dé.itopenaeus vannamei

Segundo Jiang (2010), a redug&o dos estoques [resquaturais
€ um problema relacionado a seguranca alimentartem estar social
mundial. O crescente déficit entre a quantidadeedeado capturado e a
demanda de consumo tornou a aquicultura - o culigsoqualquer
animal aquatico, como peixes, crustaceos e marigeROTA, 2006)
uma das alternativas mais promissoras para o fioneeto de alimento
de excelente valor nutritivo (CAMARGO; POUEY, 2005).

Segundo Hannesson (2003), esta atividade vem sewi#¥gendo
de forma notdéria nos ultimos 20 anos. Dados da HZ012)
demonstram que a producdo de pescados girou emderh28 milhdes
de toneladas para o consumo humano, sendo que iaulaga
contribuiu com 47% dessa producdo, um aumento%l&7em relacao
ao ano de 2009.

Entre 1990 até 2010 a aquicultura mundial vem eaptasdo
crescimento anual médio de 8,8%, sendo muito supa&oi crescimento
da industria pesqueira oriunda da captura (3,2%uele dos sistemas
de producao de proteina de animais terrestres J2/886a o mesmo
periodo (FAO, 2012).

Dados da FAO (2012) indicam a seguinte composicdo d
producdo aquicola mundial: 56,4% peixes de agua (B®,7 milhdes
de toneladas), 23,6% moluscos (14,2 milhdes deladas), 9,6%
crustaceos (5,7 milhdes de toneladas), 6% peiéesainos (3,6 milhdo
toneladas), 3,1% peixes marinhos (1,8 milhGes deladas) e 1,4% de
outros animais aquaticos (814. 300 toneladas). ddygao aquicola
excede a producdo de captura para muitas das espéatre elas os
camardes marinhos, onde 55% da producdo total rlurgfio
provenientes de aquicultura.

A producdo mundial de crustaceos marinhos correspoa
70,6% da producdo total de crustaceos e € domipelta camardo
brancoLitopenaeus vannamesendo esta a espécie mais bem sucedida
internacionalmente na aquicultura. Em 2010, fopoesavel por 71,8%
da producdo mundial de todas as espécies de cridgaoamardes
marinhos, dos quais 77,9% foram produzidos na Asia restante
produzido na América, continente de origem da ésgeA0 2012).
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Em 2010, entre as nagbBes que atuaram na producgdo. de
vannamei 0s paises asiaticos foram responsaveis por 7708%
producdo o restante foi produzido nas Américas (F2002).

O L. vannameitambém conhecido como “Camardo Branco do
Pacifico ou Camarao Cinza”, é uma espécie exodtiddaaaal brasileiro.
Sua distribuicdo natural vai desde as aguas donocPacifico na
provincia de Sonora, México, até o sul de Tumbes no Peru (NUNES;
MARTINS 2002). Estaé a Unica espécie de camardo marinho criado
comercialmente no Brasil e isto se deve a boa adapt rusticidade e
ao rapido crescimento em todas as fases do propesdativo. As pos-
larvas desta espécie aceitam facilmente racfedemno uma ampla
variacdo na salinidade da agua (COSAal, 2006). Além disso, este
peneideo apresenta uma alta aceitacdo nos mergadasacionais,
devido a cor branca do musculo (NUNES, MARTINS, GERA,
2004).

No Brasil o L. Vannamei foi introduzido na décat#a1980 e em
meados de 1990, os laboratérios brasileiros passaralominar as
tecnologias relacionadas a reproducdo e producaopdielarvas,
iniciando a distribuicAo comercial e intensificands validagbes
tecnolégicas nas fazendas de camarao (LIMA, 2007).

Os avancos tecnoldgicos relacionados ao cultivacataardes,
como o uso de aeradores e maquinas de despeseaagfrdo fundo do
tanque, a alimentacdo e o processo de controle w#idgde,
promoveram o desenvolvimento da carcinicultura (SIAQANTI,
2003).

Em 2003, no Brasil foram produzidas 90.190 toredade
camardo consolidando o Brasil como lider no hemgsfécidental e
como sexto maior produtor do mundo (ROCHA; RODRIGUES, 2004).
Entretanto, o volume produzido comegou a decaiarirpde 2004,
devido o aparecimento das enfermidades em partieullionecrose
Infecciosa (IMNV), a qual rapidamente se espalhala pregido
Nordeste, maior polo produtor.

Em janeiro de 2005, o Ministério da Agricultura d@rasil
confirmou a presencga do virus da mancha brancagiaor de Laguna
em Santa Catarina, sendo a primeira vez que o foruggistrado no
Brasil. A mancha branca foi verificada em, pelo o rtinco fazendas
de camardes criados em cativeiros no estado dea Saatarina
(JURGENFELD, 2005).

A ocorréncia de doencas como 0 a mancha brancixaeda o
posto brasileiro de lider americano na producdcateardao em 2003
para um pouco atrativo®°3Jugar, precedido pelo México e Equador.
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Além disso, o Brasil perdeu a lideranca mundial @®rmos de
produtividade com perdas na producdo na ordem deid@neladas
entre o periodo de 2003 a 2005 (SEIFFERL, 2006).

2.2 Enfermidades e Resposta Imune em Crustaceos

Na carcinicultura, enfermidade significa qualqudteragéo
adversa na saude ou no desempenho dos camaraesioslfNUNES;
MARTINS, 2002).

O ambiente aquatico é abundante em micro-organismos
infecciosos, sendo extremamente facil a transmisd@odoencas,
especialmente em condi¢cbes de altas densidadend@us algum
desequilibrio no ambiente de criacdo, 0s camardes expostos a
agentes estressores, 0s quais, dependendo dadatengpodem reduzir
sua resposta imunoldgica, o que € determinante @aw@gimento de
doencgas (VAN DE BRAAKet al, 2002).

S8o0 considerados agentes estressores altas dessidi
estocagem associado a baixa qualidade da aguatersificacdo da
producdo o0s quais podem interferir de maneira cdajuou
individualmente no equilibrio do ambiente (KAUTSkYal, 2000).

Mundialmente o crescimento do nimero de fazendadtaeem
diminuicdo da qualidade do ambiente de cultivo iacipalmente no
surgimento de inimeras doencas infecciosas, hanai@ia de origem
viral, que limitam o desenvolvimento do setor eszam grande impacto
na producdo (KAUTSKY et al, 2000; NUNES; MARTINS;
GESTEIRA, 2004).

Dentre as viroses ja relatadas em camardes, anajseafetaram
a carcinicultura nas Ameéricas foram as causadas\pels da necrose
infecciosa e hematopoiética ou IHNV (Infectious Hgprmal and
Hematopoietic Necrosis Virus), o virus da sindradeeTaura ou TSV
(Taura Syndrome Virus) e, mais recentemente, G\daumancha branca
ou WSSV (White Spot Syndrome Virus), todos ja d@itados no
Brasil (NUNES; MARTINS, 2002; BUCHELI; GARCIA, 2005).

O WSSV foi diagnosticado em Santa Catarina em 28f@%ando
substancialmente a producéo de camardes no eMadaR|D, 2005).
Entre as bactérias algumas espécies do génerm\dBad conhecidas
como sendo patdgenos oportunistas, causando grarattdidades nas
larviculturas de camardes marinhos e em adultositeiacio de estresse
(LTU; CHEN, 2004).
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As bactérias do género Vibrio podem ser encontréidiaes ou
associadas a organismos aquaticos nos maios divarsbientes, tais
como estuarios, aguas costeiras, sedimentos e emmig producao
aquicola (VIEIRAet al, 2007). Bactérias sdo comuns na agua do mar e
podem se tornar um patdégeno dentro do cultivo, riigedo das
condi¢bes ecolégicas do ambiente onde se enconfBdERMO,
VADESTEIN, 1999).

Na literatura as principais espécies relatadas cpatogénicas
para crustaceos sao: Vibrio dansela (SOMGENG WANG, 1993),
Vibrio harveyi (PASHARAWIPAS et al, 2005), Vibrio orientalis
(ABRAHAMA ; PALANIAPPAN, 2004), Vibrio alginolyticus
(VANDENBERGHE et al, 1998).

Nos camarfes, a septicemia causada por bacténasseo as
infecgbes internas localizadas é acompanhada perenies sinais
clinicos como opacidade da musculatura abdominabrexia e
cromato6foros expandidos (SONG, CHENG, WANG, 1993).

Para o controle das enfermidades bacterianas,tiotinos sdo
comumente utilizados, porém, o uso inapropriado sekes
guimioterapicos pode provocar a selecdo de algwegas patogénicas
resistentes (VASQUEZEt al, 2005). Outro fator preocupante no uso de
antibidticos e a sua acumulacdo no musculo dosaisinultivados o
que dificulta a comercializacdo dos mesmos (CO@Kal, 2002).
Importadores e consumidores, cada vez mais exgétedemonstrado
aversdo a produtos produzidos com antibidticosadesma, é grande o
interesse da inddstria camaroneira em evitar alasantibioticos para o
controle de doencgas, assim, novos métodos de tmrdm doencas
devem ser desenvolvidos (SKIERMO; VADSTEIN, 1999).

Assim como todos os invertebrados, os crustacemsistdos
apenas de um sistema imune inato, ndo apresentandstema
adaptativo, presente nos vertebrados. Este Ultianacteriza-se pela
presenca de uma infinidade de receptores e armigogitamente
especificos e pela indugédo de células de memdui,garantem uma
resposta de defesa extremamente eficiente e d@specfintra os mais
diversos patdgenos. Esta especificidade estadigadima linhagem
celular denominada linfocitica, que ocorre somerds vertebrados e
gue auxilia nos mecanismos de memoria imunolégiGuséncia desta
linhagem celular nos invertebrados impossibilitdesenvolvimento de
vacinas, limitando a possibilidade de prevenir atobar infeccbes
nestes animais (BARRAC®ERAZZOLQ ROSA, 2008).

Além da cuticula rigida, que funciona como umaedier fisica
protetora contra agressfes e invasdo de patégendstegridade
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corpérea dos crustaceos é mantida por seu sistaureiogico, o qual
estad intimamente relacionado a hemolinfa. Assimaansangue nos
vertebrados, a hemolinfa é composta por uma fracéhular,
representada pelas células circulantes ou hempalte de uma fragcdo
liquida, o plasma, que contém os fatores humofaés.componentes
humorais e celulares atuam em conjunto para agiereliminacdo de
agentes estranhos dos tecidos infectados, garargisdbrevivéncia dos
crustaceos (BARRACO, 2004).

Portanto, as respostas imune-celulares dos crostaestdo
basicamente relacionadas as células da hemolinfremécitos. Estas
respostas incluem a fagocitose de microrganismofprmacdo de
cépsulas e nddulos em torno de particulas estrantvssmecanismos
citotéxicos e/ou degradativos intracelulares, caigjgdo utilizados para
inativar e elimnar os agentes invasores (SMITH; BROWN;, HAUTON,
2003).

Muitas dessas moléculas microbicidas encontranmrsazenadas
dentro de vesiculas ou granulos de certas popwagéehemdocitos,
enquanto outras sdo produzidas e secretadas pemaainfa, atuando
em diferentes cascatas imunoldgicas. Além de atuaes respostas de
defesa, os hemdcitos ainda participam no reparofedienentos,
esclerotizacdo da cuticula e no metabolismo e poates de
carboidratos.

A determinagdo dos hemogramas em crustaceos, qgeteona
contagem total e diferencial dos hemdcitos cirdelsu(THC e DHC, do
inglés total hemocyte count e differential hemocytunt,
respectivamente), funciona como um dos principaisnoparametros
para expressar a condicdo de salde destes anBAe3HERE, 2003
BARRACO, 2004).

A ativacdo do sistema imune inato depende do remimiento
imediato de padrdes moleculares associados a pa®dBAMPSs, do
inglés, pathogen associated molecular patternspayuproteinas de
reconhecimento de padrdao molecular (PRPs, do ingb&dtern-
recognition proteins). Em crustaceos, estas ma@écpbdem estar na
hemolinfa ou na superficie dos hemacitos. Apdsoomrkecimento, 0s
hemoécitos se ativam e desencadeiam uma série deostas
imunolégicas como reacgbes celulares e a producdibeeacdo de
moléculas imuno-efetoras que levam a degradacdo atmntes
infecciosos (BARRACOPERAZZOLQ ROSA, 2008).

A atividade da enzima proé-fenoloxidase (PO) tamb&num
pardmetro bastante utilizado em ensaios imunolégerm camarfes,
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indicador da situagdo do sistema de defesa freatdvarsas condicoes
ambientais, fisiologicas e de sanidade (LE MOULLATAFFNER,
200Q SONG et al, 2003).

A forma PO é uma oxidoredutase que catalisa duasdes
sucessivas: a primeira, de hidroxilacdo de um nenwf a-difenol
(atividade monofenoloxidasica) e, a segunda, déag&io do -difenol a -
quinona (atividade difenoloxidasica). A produc&ocdquinonas resulta
na sintese de melanina através de uma cascataacg@esequimicas
intermediarias, sendo a maioria espontanea, nadadsegor enzimas.
A producdo de quinonas leva também a esclerotizdgaguticula dos
camardes, fendmeno essencial nos periodos de rBGIPERHALL;
CERENIUS, 1998). A melanizagdo ocorre também deraat
cicatrizacao de ferimentos em crustaceos, quand@mgcitos migram
para o epitélio lesado e formam um tampéo celu@rgae a nova
cuticula seja reconstituida (CERENIUS; SODERHALL, 2004;
BARRACO; PERAZZOLO; ROSA, 2008).

Em relacéo ao papel imunolégico do sistema proRfe-se que
esta via gera transitoriamente moléculas altam@&ieas, como as
quinonas, hemiquinonas e radicais livres como éprigs ROIls, uma
vez que ocorre consumo de oxigénio molecular elegsgea destruicéo
dos patogenomvasores (BARRACO; PERAZOLLO; ROSA, 2008). O
pigmento escuro e insoluvel melanina parece terema atividade
fungistatica (Cerenius e Soderhall, 2004), podeadwa funcionar
como scavenger de radicais livres (Nappi e Vd$93; Nappi e
Ottaviani, 2000), minimizando assim os efeitos tdeles destas
moléculas altamente téxicas para o organismo dpeueiro. Contudo,
deve ser salientado que a melanina, per se, ndo molacula
imunoefetora mais importante durante a ativacacsidema proPO,
sendo 0s compostos citotoxicos intermediarios as efativos NAPPI;
VASS, 1993). Assim sendo, a melanizacdo representais
especificamente, o final de um potente processodigtor.

Apesar de apresentar um rico arsenal imunolégiogpoado seu
sistema imune, os camardes estdo muito sujeitasfeaimr@dades nos
cultivos. A busca por alternativas para melhoramanocompeténcia
destes camardes desponta como uma alternativassgerte, uma vez
que estes ndo podem ser vacinados (CANTELLI, 2009).

Diversos estudos demonstram que o fornecimentalot&ncias
imunoestimulantes aos camarfes pode melhorar os fadices
imunolégicos, resultando em uma maior resisténcimféccdo por
patdgenos (WANGXU; XIA, 2005, HUANG, ZHOU, ZHANG, 2006).



27

2.3 Imunoestimulantes

Segundo Bricknell e Dalmo (2005), os imunoestimidanséo
importantes ferramentas com potencial para utéi@aga aquicultura
como forma de minimizar perdas devido as doencas aparretam
prejuizos ao produtor. O imunoestimulante é um amigque modula
0 sistema imune aumentando a resisténcia do haspedatra doencgas
gue na maioria das circunstancias sdo causadasiggenos.

A imunoestimulacdo em crustaceos € profilatica,monendo
uma acado no sistema imunolégico ndo especificoyaradio ou
melhorando a vigilancia e a reacdo contra ameagagpatdgenos
(SMITH; BROWN;, HAUTON, 2003).

Segundo Skjermet al (2006), estimular o sistema de defesa ndo
especifico melhora o crescimento e a resisténdi@eacas, além de ser
potencial medida para aumentar o controle micrabi@am producdes
juvenis de peixes marinhos, crustaceos e moluscos.

O desejavel numa imunoestimulacdo seria poder giatear as
defesas naturais do camardo sem custo fisiolégiporitante, elevando,
por exemplo, o numero de células imunolégicas (loitos) e
modulando os niveis das moléculas imunoefetorasuadreguladoras,
de tal forma a deixar os animais numa condicdo &tide
imunocompeténcia para reagir com eficiéncia a uuemteal invaséo
por patéogenos (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2008).

Os imunoestimulantes sdo usualmente utilizadoscabisos de
camarfbes sob forma de banho (imersdo dos animais)como
suplemento na dieta, ou mais raramente sob formainggao
(aparentemente mais eficaz) (BARRACO®ERAZOLLO; ROSA,
2008).

A vantagem da administragéo oral fica por contecadiatrole da dose
administrada aos animais bem como na facilidadealejo.

Uma variedade de polissacarideos, de diversassfoptale ter
habilidade de enriquecer o sistema imunolégicoemors mais ativos
sdo a$-(1,3)-glucanas, algumas vezes referenciadas @othg; 1,6)-
glucanas, ou laminaranas (BOHBEMILLER, 1995).

Nos ultimos anos cresceu o interesse cientificmvistigacdo e
identificagcdo de compostos oriundos de algas, dmidade bioldgica e
aplicabilidade em véarios ramos da ciéncia. Denstesecompostos, 0s
polissacarideos extraidos de algas marinhas. Egbatncias tém sido
cada vez mais utilizadas na aquicultura, devidoaadg variedade de
parasitas, fungos, bactérias e virus que afetamroalupdo dos
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organismos aqudticos, causando grandes perdas neicasd
(BOISSON-VIDAL, 1995; TINMAN; KELVIN; CARVALHO-FILHO,
2000).

2.4 As microalgas como fonte de compostos bioativos

As microalgas constituem um grupo de organismosasidpios
fotossintetizantes com ampla distribuicdo no gltdrestre e elevada
relevancia ecolégica (DERNER{ al, 2006). Possuem diversos usos e
aplicagOes sob difentes areas da ciéncia (PULZ; GROSS, 2004).

A partir da década de 1950 as microalgas comecaraser
utilizadas como fonte de alimento e de substanbiatbgicamente
ativas. Em 1960 seu uso foi levado a escala coatezom o género
Chlorella e a partir de 1970 as microalgas foranstidedas a
aquicultura, além de outros fins biotecnol6gicoP@QEAORE et al,
2006).

As microalgas possuem aplicacdes biotecnolégicaglistimtas
areas, podendo ser utilizada tanto a biomassa akyd ou Umida, para
nutricdo humana e animal, aquicultura e industliasiofertilizantes,
como osprodutos extraidos dela (PULZ; GROSS, 2004).

Para suprir as necessidades comerciais, o culévmidroalgas
esta crescendo gradativamente no mundo inteiremestdo realizado
em larga escala, em sistemas fechados de prodog@ssintética de
biomassa, denominados fotobiorreatores; sistemas fechados de produgio
por nutrigdo heterotrofica, denominados fermentadores; ou em tanques,
sistemas chamados “abertos” (LOURENCO, 2006).

Estes microrganismos podem ser considerados ealatinte de
facil cultivo, apresentando rapido crescimento lerémcia a fatores
extremos (BORGESt al, 2007).

Na alimentagc&o humana e animal, as microalgassepi@am uma
fonte suplementar de proteinas, carboidratos, aajdaxos de elevada
importancia, como os da familia émega 3 e Amegaigmentos
naturais, como 0s carotenoides, vitaminas, enttea®usubstancias
capazes de enriquecer o valor nutricional dos aliose e produzir
efeitos promotores de salude como melhora nas taspdsunes,
fertilidade e melhor controle de peso (SPOLAORE al, 2006;
DERNER et al, 2006). As microalgas apresentam ainda atividades
probidticas e imunomodulatérias, além de respodesmelhora na
salde e apanéia externa dos animais (PULZ; GROSS, 2004;
SPOLAOREet al, 2006).
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Considerando os aspectos relacionados a cadeigndim as
microalgas s&@o de fundamental importdncia na aljuieu e
especibmente na maricultura (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004;
BERTOLDI; SANT'ANNA; OLIVEIRA., 2008). Representam
importante fonte primaria alimentar e aditivo naducgédo comercial de
muitos organismos aquaticos, entre eles, larvagnja e adultos de
varias espécies de crustaceos, moluscos e peixes (BOROWITZA, 1997,
BROWN et al 1997). S&o importantes como fonte de alimentdgéta
e indireta na larvicultura (BECKER, 2008).

Outra funcdo das microalgas na aquicultura é digtabie
proporcionar melhoria na qualidade da agua devoultatravés da
absorcdo de produtos nitrogenados téxicos (amdnianitgto)
(LOURENCO, 2006; BORGESet al, 2007).

A acdo de alguns componentes bioquimicos excretpetss
microalgas nos meios de cultura, como efeitos ptimois, estimulacéo
da imunidade e combate a bactérias patogénicassitiamnsugeridos,
embora ndo eficientemente entendidos (SPOLAGRA, 2006).

Existem evidéncias de que a ingestdo de pequenasidpdes de
biomassa microalgal pode afetar positivamenteialdigia de animais
aquaticos cultivaveis, auxiliando o sistema imugmd (BELAY,
1993).

Ariqueza e a diversidade de espécies de microgigsentes no
ambiente aquatico fazem com que seja grande aledeede compostos
guimicos que podem ser esitos desses organismos (PULZ; GROSS,
2004; LOURENCO, 2006). Dentre estes produtos naturais, poucos sao
os estudos que identificam o0s polissacarideos deroatjas,
principalmente no que diz respeito & sua estrujuimica fina, como
tipo de ligagbes e grau de ramificacdes. Fatores\guiam entre os
diferentes grupos de microalgas e que podem irdlaeras atividades
bioldgicas de interesse destes compostos.

2.5 A microalgaPorphyridium cruentum(RHODOPHYTA)
A microalga marinha Porphyridium cruentum (Figuygértence

a divisdo Rhodophyta e é o Unico género de micasajertencente a
esta divisdo (LOURENCO, 2006).
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Figura 2 - Porphyridium cruentum(UTEX, 2013).

A parede celular déorphyridium sp. E constituida por um
polissacarideo com uma parte solivel que difunde meio
(exopolissacarideo-EPS) produzido massivamenteage éstacionaria
de crescimento e que confere um aspecto gelatmdsomassa, e por
uma parte que permanece ligada a paredeac€dWRAD; ONTMAN,
2010; GERESH et al, 2009).

Os exopolissacarideos protegem as algas contreees®,
temperatura, PH, salinidade e mudancas extremasndgente. Ja
bastante explorado quanto a estrutura, fisico-gainme atividades
biolégicas, o exopolissacarideo Berphyridiumsp tém uma estrutura
guimica proposta por GERESH al (2009), sabe-se que sdo polimeros
anidnicos constituidos principalmente por L-GalGR; D-Xyl, D-GIcA
relacdo molar 1,0: 1,1: 2,1: 0,2, além de aproxanahte 10 % de
grupos sulfato ligados a posi¢édo O-6 da D-Gal.

Os polissacarideos isolados principalmente de wiigas
vermelhas, como &orphyridium sp Porphyridium aerugineunmém
mostrado atividade promissora contra uma ampladade de virus.

Em geral os polissacarideos que exibem atividadgirah sao
altamente sulfatados e possivelmente o seu efaitntdrio seja
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consequéncia da interacdo entre cargas negativeserpes nos
polissacarideos e as cargas positivas na supetficiérus ou da célula
do hospedeiro (HUHEIHEEt al, 2001).

J& foram descritas atividades contra os virus HiIgV e
Varicela, principalmentén vitro e ja foram realizados estudimsvivo,
entretanto ndo foi elucidado ainda o mecanismooestatacdo destes
polissacarideos (HUHEIHE&t al, 2001).

Estudos sobre o potencial efeito imunoestimulangsted
polissacarideo, sobre o sistema imune de camasdesjmportantes
porgue podem representar uma alternativa para daneemesisténcia e
prevenir as enfermidades nestes animais.

2.6 A atividade imunomoduladora dos polissacarideos

Polissacarideos séo macromoléculas naturais deéac@ quase
universal nos organismos vivos. Atuam em fungBesnieecidas como
esquelética na parede celular, de reserva alimesdaprotecdo, entre
outras, podendo ser definidos como polimeros foamgubr unidades
simples monossacaridicas, ligadas por ligacbes ogiticas
(ASPINALL, 1970).

Os polissacarideos encontrados nas algas podeams&zenados
como material de reserva, estes em geral sdo tadstprincipalmente
por glucose (glucanas), ou ainda estrutural, os@aesentam diversos
padrbes estruturais de ligagbes glicosidicas, irzagies e composicao
monossacaridica (SPOLAORE, 2006).

Dentre as glucanas encontradas em algas, existeiacaes
quanto a estrutura e a conformacdo de sua cadasnmdcroalgas as
mais comuns sao #s1,3 glucanas conhecidas como laminaranas. Para
a maior parte das microalgas € mais comum ideatific presenca de
unidades de glucose-1,4 ligadas, denominadas amilopectina ou
amilose, dependendo da presenca ou nao de rarbigagorém alguns
grupos apresentam unidades de glucpg4&a3) ligadas, conhecidas
como crisolaminaranas, com diversas variagOes tnatws da cadeia
principal e das ramificagbes (GRANUMMYKLESTAD, 2002;
FRANCESCHINIet al, 2010).

Para ambas (macroalga e microalga), a composi¢cdo do
carboidrato, especialmente seu conteldo de gluguse variar de
acordo com fatores ambientais, e o periodo deiotesto (RIJSSElet
al., 2000).
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Com relagao as macroalgas, a administracdo ddaxtta varias
espécies também tem sido reportados como formaudeerdar a
resisténcia de diversas espécies de peixes e casnadb infeccdes
bacterianas. O efeito imunoestimulatério de potisddeos de
macroalgas foi amplamente estudado em peixes plbnd§@L996) e
Sakai (1999) e para camardes marinhos por SUNG, KOBONG
(1994). Por serem explorados hd mais tempo, dsspohrideos de
macroalgas possuem mais relatos na literatura emparacdo aos
relatos sobre este mesmo composto, encontradosnparalgas.

De acordo com Dalmo (1996), os peixes tratadoslaonmarana
apresentaram aumento na producdo de anion super@dd seus
leucécitos, além de elevacdo na atividade da fasfabhas células do
rim. A laminarana também apresentou resultadostiposi como
aumento na sobrevivéncia em infec¢Bes bacteriaqesimentais.

Farias (2000), encontrou atividade anticoagulantepeixes conferida
pelos polissacarideos sulfatados extraidos dasoaiges:Cladophora
vagabunda, Caulerpa sertularioide$selidiopsis gracilis, Champia
feldmanniie Botryocladia occidentalis

Reboucgas (2002) suplementaram a dieta de pOs-lawasapias do
Nilo (Oreochromis niloticuscom diferentes dosagens do polissacarideo
sulfatado da macroalga vermeltlgotryocladia occidentalis sendo
observado um aumento significativo no peso finad geixes em uma
determinada dose.

Fariaset al (2004) demonstraram que a incorporacdo dos PS da
macroalga marinha vermelhBotryocladia occidentalisna racdo de
tildpias, ministrada por 28 dias, durante a faserelersao sexual,
resultou em um aumento significativo no ganho dm pkesses peixes.

Sung, Kou e Song (1994), em experimento realizadm c
Penaeus monodom®ncontraram alta porcentagem de sobrevivéncia dos
mesmos contrd/ibrio vulnificus apds os 18 dias de desafio, quando
alimentados com um suplemento de f;8lucano em relagdo a dieta
controle, sem suplementacédo comgucano.

Uma solugdo de laminaranas extraidas da macroadgyeom
Laminaria digitata aumentou a liberacdo de &anion superdxido de
camardes da espécigtopenaeus vannamgCAMPA-CORDORA et
al., 2002).

Changet al (2003) utilizando a mesma espécie de camardo
demonstrou que a suplementaca@dgucano na dieta na concentracado
de 10 g/kg, durante 20 dias, aumentou significateaie a
sobrevivéncia apés desafio com o virus da sinddamaancha branca.
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Lopez et al (2003), avaliando o efeito da suplementacdo de
diferentes niveis d@-glucano e vitamina C para 0 camardo marinho,
Litopenaeus vanname2m resposta ao estresse, observaram aumento da
resisténcia, ressaltando que tanfpglucano quanto a vitamina C agem
por meio de diferentes vias de resposta ao estresse

Em outro estudo, o polissacarideo sulfatado fucaidaxtraido
da macroalga marinha par8argassum polycystymeduziu o impacto
causado pela infeccdo com o virus da mancha br@aV) no
camaraoPenaeus monodofCHOTIGEAT et al, 2004). Os autores
reportaram que apos a inclusdo do fucoidana na dag camardes foi
observado um aumento significativo nas taxas deesiiéncia dos
animais infectados. Além disso, o extrato brutofdmidana foi ainda
capaz de inibir o crescimento de trés bactériaanGregativas:V.
harveyj Staphylococcus aureeE. coli (CHOTIGEAT et al,, 2004).

Os polissacarideos sulfatados da macroaBetryocladia
occidentalistambém foram utilizados em pés-larvas do camardo L
vannamei, submetidos aos agentes estressoresima d@ banhos de
imersdo (BARROSO, 2005) e incorporados na racicamearded..
vannameiinfectados com o Virus da Mionecrose InfeccioddNV)
(COSTA et al, 2006), sendo observado, em ambos 0s casos, um
aumento significativo da sobrevivéncia dos indielu

YEH et al, (2006) analisaram que a administracdo de extrato
aquoso obtido a quente da espécie de macr&aiggassum duplicatum
tanto por imersdo quanto injecdo, aumentou a Wabdé imune do
camardd.. vannamei

Huang Zhou e Zhang (2006) reportaram que o uso oral de
polissacarideo sulfatado extraidos da macroalgainha@ar parda
Sargassum fusiformeo camarad-enneropenaeus chinensisfectado
com V. harveyj resultou em uma maior resisténcia destes animais
infeccdo por esta bactéria patogénica.

Os polissacarideos sulfatados de microalgas tanapéesentam
atividade imunoestimulante. Como exemplo, podekada a atividade
imunoestimulante dos polissacarideos sulfatadosaides de uma
cianobactéria,Cyanothece spa qual foi demonstrada por Campa-
Cordovaet al (2002). Os autores demonstraram que banhos dséme
com estes polissacarideos promoveram um aumentatividade da
enzima superéxido dismutase e na producao do anjgeroxido.

Segundo Leet al (2003), o camardBPenaeus merguiensiteve
sua resisténcia aumentada, quando foi alimentagioragdo contendo a
microalga cianofice&pirulina platensisdevido a ativacdo da atividade
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fagocitaria dos hemdcitos contra quatro bactéristsidadas:Vibrio
harveyi, Escherichia coli, S. typhimuriuB. subtilis De acordo com os
autores, esta atividade imunoestimulante estaioelada a presenca de
lipopolissacarideos e peptideoglicanos na micrddlgdatensis

SKJERMOet al, (2006) isolou um polissacarideo de reserva da
diatomacea marinh@haetoceros mulleré testou-o na alimentagédo de
larvas do peixe Gadus morhua observando maiores taxas de
sobrevivéncia, crescimento e peso nos organismesreceberam o
tratamento.

JUSTIFICATIVA

Um dos principais problemas em aquicultura sdopeasias
associadas a ocorréncia de enfermidades, as qod&mpser vistas
como uma interacdo complexa entre hospedeiro, gabdg ambiente. O
ambiente de animais aquaticos é abundante em patgeendo que a
transmissdo de doencas € extremamente facil, abpeate em
condicbes de altas densidades. Em muitas situagbaembiente e o
hospedeiro podem divergir fortemente das condiciiesis. Em
situacdo de desequilibrio, os camardes sao expostoagentes
estressores, reduzindo sua resposta imunolégicagcé determinante
para o surgimento de enfermidades. Nestas cirqurias os camardes
podem sofrer injdria por patdgenos, levando osviddbs a debilitagédo
ou morte (LE MOULLAC HAFFNER, 2000).

A reducdo do estresse inclui acbes de administydg@iene,
nutricdo, densidades adequadas e qualidade de agua; ja o controle da
doenca depende de trés fatores: diagnose, traamenmedidas
preventivas (VAN DE BRAAK, 2002).

A ocorréncia de doencas como 0 a mancha brancaimioda
mionecrose infecciosa (IMNV), associados a acusde@lumpingfeita
pelos Estados Unidos da América, rebaixaram o gosiileiro de lider
americano na producdo de camarao, em 2003, papouco atrativo 3
lugar, precedido pelo México e Equador. Além diss8rasil perdeu a
lideranca mundial em termos de produtividade, cendgs na produgéo
na ordem de 40 mil toneladas entre o periodo de3 2902005
(SEIFFERTet al, 2006).

Portanto, o uso de substancias capazes de methdemempenho
zootécnico e a imunocompeténcia dos camardes, mEtejpaa um bom
manejo do cultivo, desponta certamente como umaanfemta
promissora na busca de uma maior protecdo imurmaldgontra a
ocorréncia de enfermidades. Existe uma real netshsi de se
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maximizar a imunocompeténcia de camardes em ctiagéimizando
0 uso de agentes terapéuticos quimicos, como @titis, que
contaminam o pescado e o ambiente, além de indwparecimento de
microrganismos resistentes (BARRACO, PERAZZLO, RQ3308).

Os polissacarideos de vérias origens sdo descdteo
substancias imunomoduladoras em vertebrados, sprela microalga
Porphyridium cruentunproduz um exopolissacarideo sulfatado que é
secretado em meio de cultura. A producéo desteotigspcarideo pode
ser facilmente induzida através da manipulaci@dadicdes de cultivo
desta espécie.

Estudos sobre a utilizacdo de polissacarideos id@atgas em
camarfes sdo escassos e abordam a utilizacagptinente via banho
de imersao, pratica em que o composto é dissohadagua de criagao,
0 que impossibilita determinar com precisdo o quaatsubstancia esta
sendo utilizada pelos animais. Desta forma, o ptesestudo foi
desenvolvido para avaliar a influéncia da supleatgu dietética do
extrato de polissacarideo da microalBarphyridium cruentumno
ganho em peso, na atividade das enzimas digestizss,respostas
imunolégicas e na sobrevivéncia de juvenis do camhitopenaeus
vannamei

OBJETIVOS
Objetivo geral

Avaliar o efeito da suplementacéo dietética dossgacarideos
sulfatados (PS), extraido da microaBarphyridium cruentumsobre
juvenis delitopenaeus vannamei.

Objetivos especificos

« Determinar se a suplementacgédo dietética com otexirato de
polissacarideos sulfatados da microalgRorphyridium
cruentumafeta o ganho em peso e a sobrevivéncia do camaréo.

« Estabelecer a concentracdo de polissacarideosasidifamais
adequada para a suplementacédo na racao.

« Determinar se as diferentes concentracdes de acdiddeos
sulfatados provocam alteracdes no perfil de disigdn das
enzimas digestivas do camaréo.
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Determinar se a suplementacao dietética com otexirato de
polissacarideos sulfatados causa alteragbes ndam@aos
imunolégicos contagem total de hemdcitos (CTH) ieidatde

da fenoloxidase (PO), antes e apds desafio comceeriza
Vibrio alginolyticus.

Determinar a sobrevivéncia, apés desafio covbrio
alginolyticus, em camarfes que consumiram racdo
suplementada com os polissacarideos sulfatados.

FORMATACAO DOS ARTIGOS

A tese esta dividida em trés capitulos. O primeéeferente a

revisdo bibliografica e os demais correspondentafia artigos. O
primeiro artigo esta formatado segundo as normas ralasta
Aquaculture Nutritiore o segundo, da revish@uaculture
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Litopenaeus vannameALIMENTADOS COM DIETA SU-
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RESUMO

O extrato bruto de polissacarideos, extraido deoaligaPorphyiridium
cruentum,foi suplementado em diferentes concentracdes [@%8p,
1%, 1,5% e 2,0%) a uma dieta comercial e forne@dmvenis de
Litopenaeus vannamgi6,6 +0,2 g). Os camardes (n=2000) foram
alimentados ad libitum, durante 30 dias, em tangireslares com 12
m? de area de fundo (100 camardes por tanque), ageanica
(salinidade 33), variaveis ambientais (temperatoxagénio dissolvido,
fotoperiodo e niveis de amdnia total) controladasuplementagédo de
1% foi o responséavel pelo maior ganho em peso 7eéB8@0 dias. A
composigao corporal ndo foi afetada pela suplerp&afaassim como a
sobrevivéncia. Entretanto, verificou-se um deslaram da atividade
das enzimas digestivas do hepatopancreas pararg@epoanterior e
média do intestino nas suplementagfes com até 186ldsacarideo, o
gue pode contribuir para uma melhor eficiéncia stiga. Acima de
1,5% de suplementacéo a atividade das enzimadidagei deslocada
para a porcéo final do intestino local onde ndaligbrcdo de nutrientes,
levando a crer que nutrientes e enzimas digesfigemm perdidos
através das fezes. Considerando-se as doses $estagere-se uma
faixa de suplementagéo do extrato de polissacaridetve 1% e 1,5%,
para aumentar o ganho em peso e otimizar a ateided enzimas
digestivas nos intestinos dos camardfes juvenis dannamei

Palavras-chavesitopenaeus vannamepolissacarideoforphyridium
cruentumganho em peso, enzimas digestivas.
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ABSTRACT

The crude polysaccharide extracted from microal§aephyiridium
cruentum was supplemented with different concentratiort%,(0.5%,
1%, 1.5% and 2.0%) to a commercial diet and pralite juvenile
Litopenaeus vannamei (6.6 + 0.2 g). Shrimps (n 8020Qvere fed ad
libitum for 30 days in circular tanks with 12 m2 lbéttom area (100
shrimp per tank), oceanic water (salinity 33), emvimental variables
(temperature, dissolved oxygen, photoperiod andeldevof total
ammonia) controlled. Supplementation of 1% was aesible for the
biggest gain in weight 7.28 g in 30 days. Body cosifion was not
affected by supplementation, as well as survivalwelver, there was a
shift in the activity of digestive enzymes from thepatopancreatic to
anterior and medial portions of the intestine ® shipplementation with
1% polysaccharides, which might contribute to atdvetigestive
efficiency. Above 1.5% supplemental digestive eneyattivity was
shifted to the final portion of the intestine whehere is absorption of
nutrients, leading to believe that nutrients angediive enzymes were
lost through faeces. Considering the doses tegteduggest a range of
polysaccharides extract supplementation between ab®h 1.5%, to
increase weight gain and optimize the activity ifedtive enzymes in
the intestines of juvenile shrimp L. vannamei.

Keywords: Litopenaeus vannameipolysaccharides,Porphyridium
cruentum weight gain, digestive enzymes.
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INTRODUCAO

Pesquisas com o uso de dietas preparadas antifenéd com
alimentos funcionais, 0s quais tém a capacidadatul na salde dos
organismos cultivado e resisténcia ao estressemexycausadores de
doencas assumem grande importancia (GATLIN 2002).

Os aditivos ou suplementos alimentares utilizadogaquicultura
com o objetivo de melhorar o desempenho zootémi@sanidade dos
animais podem ser imunonutrientes, imunoestimuargeobibticos e
prebidticos (GATLIN, 2006).

Segundo Bricknell e Dalmo (2005), os imunoestimigdanséo
importantes ferramentas com potencial para utéieaga aquicultura
como forma de minimizar perdas devido as doencas.

A administracdo destes compostos imunoestimulactso
suplemento dietético apresenta vantagens ja que ped ministrado
simultaneamente para uma grande quantidade dddods prevenindo
0 estresse resultante do manejo dos animais (S20i3).

Segundo SKJERM@t al (2006), estimular o sistema de defesa
nao especifico melhora o crescimento e a resisténdoencas alem de
ser potencial medida para aumentar o controle @no em producdes
juvenis de peixes marinhos, crustaceos e moluscos.

Nos ultimos anos cresceu o interesse cientificmvistigacdo e
identificagdo de compostos biologicamente ativasnoios de algas,
dentre estes compostos, os polissacarideos. Hessthrgias tém sido
cada vez mais utilizadas na aquicultura como imstitoelantes, devido
a grande variedade de parasitas, fungos, bacerésis que afetam a
producdo dos organismos aquaticos, causando grampeedas
econbmicas (BOISSON-VIDALgt al, 1995; TINMAN et al, 2000).

Apesar das vantagens citadas acima, a inclusamdeguediente
novo, mesmo em pequenas quantidades, pode prosocebicdo da
atividade de algumas enzimas e a diminuicdo dogamnhpeso (Lemos
et al, 2004). Portanto, o estudo do comportamento desmeas
digestivas é um ponto relevante para a compreessanecanismo de
digestdo de qualquer nutriente incluido ou supléasenna dieta (Le
Moullac et al, 1997; Almeida Neto, 2011), sendo uma alternativa para
indicar o estado nutricional dos animais (Melo 2004

Em geral os peneideos adaptam-se muito bem a naslavag
composicdo da dieta por inducdo de enzimas digesBintetizadas e
secretadas no hepatopancreas (Le Mowtaal 1997). Esta adaptacéo
da atividade enzimética ao conteudo nutricionaldidgga também foi
descrito por Delgadet al (2003) e Devakaramt al (2004) em
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experimentos com grupos de camardk#openaeus vannamei
submetidos a dietas com diferentes composicoes.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito dalementacdo
dietética com diferentes concentracbes de extratotob de
polissacarideos sulfatados da microdgaphyridium cruentunsobre a
sobrevivéncia, ganho em peso, e a atividade dasasaligestivas de
juvenis do camarab.vannamei.

MATERIAIS E METODOS
Obtencédo do extrato bruto de polissacarideos

O extrato bruto de polissacarideos foi extraido coma solugdo
de papaina bruta (30 mg mL-1) em 250 mL de tampétato de sodio
0,1 M (pH 5,0) contendo EDTA 5 mM e cisteina 5 mMNa) a partir
de 5 g. Em seguida, o material foi filtrado e apéstrifugacéo (7.965 x
g; 20 min.; 10 °C), os PS presentes na mistura foram concentrados por
precipitacdo com 16 mL de cloreto cetilpiridinioGR) a 10%, lavado
(200 mL; CCP 0,05%) e posteriormente dissolvido em 174 mL de NaCl
2 M: etanol absoluto (100: 15; v/v). Logo ap6s uma precipitagdo com
etanol absoluto (24 h; 4 °C), o material foi lavado com etanol 80% (200
mL; 2 x), etanol absolut@200 mL; 1 x) e seco em estufa durante 24
horas a 60 °C (FARIASt al, 2000).

Preparacéo das dietas

Diferentes concentracbes de extrato de polisshxsi da
microalgaPorphyridium cruentung0,5%, 1,0 %; 1,5% ¢ 2,0%) foram
adicionadas a uma racdo comercial para camardahmaiGuabi, 40%
de proteina bruta e 7,5% de extrato etéreo). Aordoa triturada
separada em lotes de 5kg e cada lote recebeu asuptementacao
referente as concentragdes acima especificaddsté€3ssuplementados
foram misturados 1 a 1 por 15 minutos em misturadodelo Y. Em
seguida a mistura seca foi colocada em uma batedeide foi
adicionada dgua morna em quantidade suficiente quagauma massa
consistente fosse formada. Na sequéncia a massatifasada em um
moedor elétrico de carne e os péletes formadosmfeeros em estufa
com circulagdo de ar a 60°C por 24 h, embaladosamuos plasticos e
armazenados a 4°C. O lote de racdo sem adicao totoekruto de
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polissacarideo (0%), que serviu como controle, Jobmetido aos
mesmos procedimentos das demais.

Material biolégico e condigBes experimentais

Um total de 2.000 juvenis de camardo brangmpenaeus
vannameicom peso inicial de 6,6 + 0,2 g, camardes Sspedific
pathogen free ou livre de patdgehd®ram distribuidos aleatoriamente
em 20 tanques de fibra de vidro (12 fando, quatro tanques por
tratamento, 100 camardes por tanque). As cincasliekperimentais
foram designadas aleatoreamente a quatro tanquesnt® 30 dias, 0s
camardes foram alimentados duas vezes ao dia;@3H@ as 17:00 h.
Em todos os tratamentos os camardes foram alimentadontade. A
renovacgdo diaria da dgua dos tanques foi realiagdd h e as 14 h,
correspondendo a 50% do volume total de cada tanque

As varidveis ambientais foram monitoradas durante o
experimento, o oxigénio dissolvido, a temperatueasalinidade foram
medidas duas vezes ao dia (oximetro YSI 55 e éefigro YSI 30,
respectivamente). A amonia total (NH NH,") foi analisada a cada 10
dias imediatamente apds a coleta em espectofotdmAOT (smart
espectro 2000). As amostras foram previamente adidts com
microfiltros de acetato celulose com porosidad®dd (Sartorius). As
analises foram realizadas de acordo com StricldaRdrsons (1972).

Biometrias foram realizadas a cada dez dias pamgenhar o
ganho em peso dos animais. Os animais coletadeshi@metria ndo
eram devolvidos ao tanque, mas sim dissecados rpamagdo dos
intestinos e determinagdo das atividades enzinsatiéa final de 30
dias, as seguintes variaveis foram calculadas:

peso final — peso inicial
Ganho em peso (GP) = 100 * ( — )
peso corporal inicial

. namero final de camardes
Sobrevivéncia = 100 * | — — —
namero inicial de camardes
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Coleta de tecidos para ensaios enzimaticos

Para remocéao dos intestinos e hepatopancreaanmas@es ainda
vivos eram colocados no gelo e em seguida eraraadides em solucéo
salina gelada (250 mM NacCl). As amostras de imedtiram divididas
em trés secdes (anterior, média e posterior). Gatbpfncreas e as
seccdes do intestino foram homogeneizados com fink @ agua fria
duplamente destilada, respectivamente, utilizamdo-s um
homogeneizador Potter-Elvehjem. Os tecidos homogashes foram
centrifugados a 10.00@ durante 30 min a 4°C, sendo que o0s
sobrenadantes e os sedimentos foram utilizados paraensaios
enzimaticos.

Condicdes dos ensaios enzimaticos e determinacdo de
proteinas

As atividades sobre celobiose (20 mM), maltose IM) e
sacarose (20 mM) foram determinadas através d&aweda liberacdo
de glicose de acordo com o método de DahlqvistgL9%6s atividades
sobre rafinose (20 mM) e amido gelatinizado (Q,5%V") foram
medidas por meio da determinagdo do poder redotaneio, de acordo
com o método de Noelting e Bernfeld (1948). Todesensaios para
carbohidrases foram realizados em tampéao citrafato 50 mM, pH
5,2, exceto para-amilase, em que foi utilizado tampao acetato dgosé
50 mM, pH 5,2, contendo NaCl 20 mM e de G&3hM.

A atividade das proteinases total fefedminada usando como
substrato a  proteina azoalbumina. Os ensaios a@sand
azoalbumina foram adaptados a partir de um mémaeiamente
descrito por Lemogt al (1990). Extratos (100 pL por ensaio) foram
incubados com 100 pL de uma mistura de substratf/déw V') em
tampao fosfato 100 mM, pH 7,5. A protedlise fomarada pela adicao
de 50 pL de &cido tricloroacético 30% (W)we a reacdo foi incubada
durante 15 min em gelo. O substrato precipitadoréonhovido por
centrifugacdo durante 5 min a 700@ & temperatura ambiente. A
aliquota de 100 pL do sobrenadante foram adicieddi® pL de
solucdo de NaOH 2N e a absorbancia foi lida a 440 n

A hidrélise de derivados de p-nitrogail N-succinil-Alanil—
Alanil-Prolil-Phenilalanil-p-nitroanilida (SAAPF-pA) e N-a-benzoil-
L-Arginil-p-nitroanilida (BAPNA) foram ensaiados lpdiberacéo de p-
nitroanilina, que absorve no maximo a 410 nm (Epaet al, 1961).



44

Os ensaios utilizaram 50 pL de quatro substr&esM, 50 pL
de fontes de enzima, e 100 pL de tampéao fosfddarid, pH 7,5, com
ou sem inibidores. A reacgdo foi terminada por awigé 100 pL de de
acido acético 30% (v}, sendo a absorbancia lida a 410 nm.

Todos os ensaios foram realizados &€.30% tampdes (50 mM)
utilizados na determinagdo do pH optimo foram: aoetde sodio,
citrato de sddio-fosfato, tampé&o Tris-HCIl, com veto de pH que
variam de 3 a 9, com intervalos de 0,2 unidadegHleAs incubactes
foram efetuadas durante pelo menos quatro pereltampo diferentes
e as velocidades iniciais de hidrdlise foram caldas. Uma unidade de
enzima foi definida como a quantidade de uma enzjoe catalisa a
clivagem de 1 pmol de substrato thinPequenas quantidades de
enzimas foram expressas em miliunidades (muU).

A concentracdo de proteina foi deteasiinde acordo com o
método de Smitlet al (1985), modificado por Morton e Evans (1992),
utilizando soro albumina bovina como padréo.

Anélise estatistica

O delineamento experimental usado foi o0 inteirament
casualizado, com cinco niveis de suplementacdo xteat®@ de
polissacarideo (0%, 0,5%, 1,0%, 1,5% e 2,0%) erquapeticées para
cada tratamento. Os dados de ganho em peso, cqg@pasirporal e a
sobrevivéncia foram submetidos a andlise de vddaa(ENOVA) e,
gquando necessario, foi aplicado o teste de DUNCAM peparacao das
médias, a um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ganho em peso, sobrevivéncia e composi¢ao proximad
masculo.

Durante o periodo experimental, a temperatura daa,ag
salinidade, oxigénio dissolvido, niveis de aménialt(NH; + NH,") e
fotoperiodo foram, respectivamente, 25,9 + 0,13+ 0,1 6,0 mg L;
0,06a0,3mgLte 12 h.

A concentracdo de polissacarideo que conferiu ihanganho
em peso, aproximadamente 7,28 g em 30 dias, fo(T®bela 1). A
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sobrevivéncia foi elevada (90 a 97%), nao diferisimificativamente
entre os tratamentos (Tabela 1). A suplementac&iettacom o extrato
bruto de polissacarideo ndo causou nenhuma alteieg@ortante na
composicdo centesimal do muisculo dos camardes, h@@ndo
diferencas significativas entre as concentracdptesientadas para os
conteldos de proteina corporal, cinzas e umidaatee(d 2).

Tabela 1. Ganho em peso e sobrevivéncia de juvedis Litopenaeus
vannamei alimentados com dieta suplementada com diferentes
concentragcbes de extrato bruto de polissacarideo I&atado da
microalga Porphyridium cruentumpor 30 dias.

Dieta Peso final Ganho em Peso Sobrevivéncia
()] ()] (%)

1(0%dePS) 1543108 5731018  J07%74

2 (0.5% de PS) 13.50 +0.8 6,90 £0.38 97.4+1.4

3 (1.0% de PS) 13.80 +0.5 7.28 40,62 94.1 +7.9

4 (1.5% de PS) 13.55 +0.8 6,73 40,28 95.0 +8.7

5(2.0% de PS) 13.18+0'4 6,68 +0,62" 94.5 +7.7

"Médias em cada linha diferem pela andlise de vaiegi®>0,05)

Tabela 2. Composi¢do centesimal do musculo do candar branco
apos 30 dias de alimentacdo com dietas suplementadaom
diferentes concentragbes de extrato bruto de polasarideo
sulfatado da microalgaPorphyridium cruentum(g kg’ peso tmidof.

Fracoes % de Suplementacdo
0,0 0,5 1,0 15 2,0
Proteina bruta 21,24 22,01 21,88 21,50 21,78
Umidade 76,67 75,35 7529 75,95 75,29
Extrato etéreo 0,30 0,40 0,10 0,10 0,10
Cinzas 134 146 142 1,36 1,00

"Médias em cada linha n&o diferem pela andlise dan@a (P>0,05).
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A suplementagdo de extrato bruto de polissacaddéfatado ndo
afetou a sobrevivéncia, mas influenciou significatente no ganho em
peso de juvenis de camardo branco quando compacadontrole, sem
suplementacédo. A suplementacdo aumenta o ganh@somp faixa de
suplementacao de 0,5% a 1,5%, mas a apartir dexste, gliminui. Com
esta concentracdo, o ganho em peso é otimizadtneds em 7,28 g
ao final do experimento.

Na literatura, o uso de polissacarideos com alidade de
otimizar ganho em peso, parametros imunologicosbeesivéncia de
camardes marinhos aparece como uma das alterngtivagssoras e
viavel ao nivel experimental.

Os trabalhos que descrevem o uso dos polissacsridadbanhos
de imersdo, relatam que esta via de administragiimerta a
sobrevivéncia e a resisténcia dos camarbes fredesafios das mais
diversas naturezas (estresse ambiental, infec@@ertanas, infeccbes
virais), mas ndo apresentam resultados positivis @@anho em peso
principalmente porque 0 manejo gera estresse riog@ne o contato
com o imunoestimulante é praticamente externo aupocurto periodo
de tempo.

Apesar do principal propésito para o uso de um estimulante
ser o aumento na resisténcia dos individuos, @iinento no ganho em
peso é considerado um efeito bastante relevantancanocultura. Em
2005, Brincknell e Dalmo, ja haviam verificado qusuplementacéo de
imunoestimulantes na dieta otimizava a absorcateslempostos e
isto se refletia no aumento do ganho em peso.

O uso de polissacarideos sulfatados na dietardardas marinhos
é relatado desde 1994, quando Sung, Kou e Soizatdinp-glucanas
como suplementacdo dietética pdPenaeus monodonvisando o
aumento da resisténcia destes animais a vibridéeste estudo, os
animais, além de apresentarem maior resisténcidnéian apresentaram
significativamente maior ganho, quando alimentadmsn dietas
suplementadas com polisscarideos.

Cruz-Suarez e colaboradores (2000) verificaram qae
suplementacdo da dieta com o polissacarideo didfagxtraido da
macroalgaMacrocytis pyriferamelhorou o crescimento de juvenis de
L. vannamei

O mesmo efeito positivo no crescimento foi obsgoviambém em
juvenis del. vannameialimentados com dietas suplementadas com
Ergosafi (Merck Animal Health, EUA), um produto comercial
preparado a partir de polissacarideo (acido alg)iniextraido da
macroalgd_aminaria digitata(Montero-Rochaet al 2006).
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Em 2012, Zhao e colaboradores relataram o efeteéfico no
crescimento de camarfe&.vannamei alimentados com dietas
suplementadas confi-glucanas. Efeitos similares na melhora do
crescimento e eficiéncia alimentar foram registsagara juvenis de
Marsupenaeus japonicuguando alimentados com dieta suplementada
com fucoidana, polissacarideo extraido da macrodlgi@aria
pinnatifida (Traifalgaret al, 2010).

Distribuicdo espacial das enzimas digestivas no &gtino e
hepatopancreas do camaréo branco

Determina¢gBes enzimdticas sugerem que as enzirgestidas
séo produzidas e secretadas no hepatopancreasestgoedistribuidos
em um gradiente de concentragdo ao longo do integkig. 2). As
atividades proteoliticas testadas sdo encontradas reaiores
guantidades no hepatopancreas e eles estdo didinain longo do
intestino médio para o intestino posterior (Fid\,Zig. 2 C e 2 D). Ao
comparar a atividade com as concentragfes cresamgolissacarideo
na dieta, ndo houve nenhuma alteracao na atividadepatopéncreas,
mas sim um aumento da atividade proteolitica naéwega do intestino
anterior aos restantes segmentos distais, 0 qeeesagxisténcia de um
carreamento de enzimas digestivas produzida nadppereas para o
intestino.

Semelhante as proteinases, a distribuicdo dasidadis
enzimaticas sobre o0 amido mostrou padrbes difesentm
hepatopancreas e ao longo do intestino (Fig. &g a pena notar que
a distribuicdo maior da-amilase mostra um maior deslocamento da
atividade ao longo do intestino, principalmenteapas por¢cdes média e
posterior do intestino, quando a concentracdo tisgacarideo na dieta
se tornar maior que 1,0%.

A atividade em relagdo a maltose (Fig. 3) tem o maes
comportamento do amido, formando um gradiente damenao longo
do intestino médio em resposta as doses cresanfedissacarideo. As
outras atividades sobre os substratos melibioge 8HB), sacarose (Fig.
3 C) e celobiose (Fig. 3 D), apresentam um padifisalonde nédo é
possivel relacionar qualquer diferenca na suadaii@ em relacdo as
doses crescentes de polissacarideo na dieta.

E importante notar que a atividade sobre estestratis na
hepatopancreas ndo eram maiores em comparacao catividades
medidas no intestino médio.
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Figura 3. Deslocamento da atividade das enzimas digestivas,
proteinases (A, C, D) e a-amilase (B) no hepatopancreas (H),
intestino anterior (A), médio (M) e posterior (P) no camario branco,
quando alimentado com dietas suplementadas com niveis crescentes
do extrato bruto de polissacarideo sulfatado da microalga
Porphyridium cruentum.
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Figura 4. Deslocamento da atividade das enzimas digestivas,
carboidrases (A, B, C e D) no hepatopancreas (H), intestino anterior
(A), médio (M) e posterior (P) no camarido branco, quando
alimentado com dietas suplementadas com niveis crescentes do
extrato bruto de polissacarideo sulfatado da microalga
Porphyridium cruentum.

O deslocamento da atividade enzimdtica frente as doses
crescentes de extrato de polissacarideo nos substratos testados tem uma
implicancia direta na eficiéncia de digestdo dos nutrientes da dieta. A
formacdo de um gradiente aonde o complexo enzima-substrato vai se
desfazendo em unidades menores para serem absorvidos ¢é o
comportamento ideal.

Neste trabalho foi verificado que a suplementagdo com extrato de
polissacariedo, que o gradiente de enzimas pode ser mantida na maioria
dos substratos testados até a suplementagdo de 1%, considerando as
doses testadas. A partir desda concentragdo o gradiente passou a ser
desfeito e o aparecimento de enzimas na parte posterior do intestino
aumentou. O que ndo ¢ desejavel uma vez que na regido posterior do
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intestino ndo ha absorcao de nutrientes e pos@vddmestas enzimas
sejam perdidas nas fezes. A importancia da formdeaon gradiente de
enzimas ao longo do intestino pode ser mais benp@endido quando
levamos em consideracgédo a existéncia da membrait@fiza.

A membrana peritréfica € uma camada acelular, ssmipavel
composta por quitina e proteinas que envolvem o ladimentar e
ocorre exclusivamente no intestino médio (respagigdeia maior parte
da digestéo e absor¢éo dos nutrientes). A menlpraritadfica delimita
0 espaco endoperitréfico (onde se encontra o bisheatar) do espaco
ectoperitrofico (espagco entre a membrana periadfic o epitélio
intestinal) Terra e Ferreira (1981).

A importancia desta compartimentacdo estda no modigo
digestdo proposto por Ferreigaal, (1990). Neste modelo o complexo
enzima-substrato é levado com o bolo alimentargai o substrato
diminua de tamanho e tanto as enzimas quanto anodiros
conseguem passar pelos poros da membrana pedtréfiatingir o
espaco ectoperitrofico. Ali um contra-fluxo de dlas empurra-os para a
regido anterior onde sdo absorvidos e podem enw@amente no
espaco endoperitréfico, reciclando as enzimas.

De acordo com Terra (2001) este modelo de circalag&lo-
ectoperitrofico aumenta a eficiéncia de digestdoqu® permite a
reutilizacdo de enzimas e a otimizacdo da aquidighautrientes. Os
dados obtidos para ganho em peso corroboram cama tbgencontrado
para o comportamento das enzimas.

Nas concentracbes de suplementagdo com o extrato
polissacarideo onde o gradiente de enzimas se weardeganho em
peso dos animais foi maior. O que sinaliza que émmlpara os
camardes a ocorréncia da circulacdo ecto-endajfardtr auxilia na
otimizag&oda digestdo dos nutrientes da dieta.

CONCLUSOES

A suplementacdo da dieta com extrato de polisstsarda
microalga Porphyridium cruentummostra-se como uma alternativa
viavel para aumentar o ganho em peso do camardacdra
Considerando-se as doses testadas uma faixa @ensupbcao entre 1%
a 1,5% deve ser considerada para maximizar o gamhpeso e para
que o gradiente de atividade enzimatica seja n@afditjo do intestino.
A relacdo entre a existéncia da circulacdo endopedtrofica e a
otimizac@o da digestdo em camarfes marinhos é sumtasrecente e

de
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pouco estudado, que demanda pesquisas adicionass rpalhor
entendimento.
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RESUMO

Avaliou-se o efeito da administragdo oral, dur@tielias, de diferentes
doses (0%, 0,5%, 1%, 1,5% e 2%) de extrato brutpatissacarideos
sulfatados, proveniente da microalBarphyridium cruentumsobre as
condi¢cbes de imunocompeténcia de camaldtgpenaeus vannamei
desafiados coriibrio alginolyticus através da avaliacdo de parametros
hemato-imunolégicos e sobrevivéncia. Antes do desafatividade da
fenoloxidase (PO) apresentou um aumento propoficamaumento na
inclusdo do polissacarideo e a contagem total aedtitos (CTH)
apresentou um aumento maior, porém nao significatio tratamento
que recebeu 1% de suplementacdo. Apds o desafioanosais
alimentados com a dieta contendo 1% de extrato alisspcarideos
sulfatados apresentaram a maior sobrevivéncia (8038 h, enquanto
que os animais do grupo controle, sem suplementasdon como 0s
alimentados com dieta contendo 2% de extrato déssachrideo
tiveram uma sobrevivéncia de aproximadamente 63%4&m Também
apos 48 h do desafio, a CTH, que diminuiu em tamosratamentos,
continuou sendo mais elevada nos animais que rneoebea
suplementacdo com polissacarideo. J4 a atividadeQdanostrou um
aumento proporcional as doses crescentes do maligdao na dieta. Os
resultados sugerem que o0s animais alimentados condieta
suplementada com o extrato bruto de polissacaridelfstado foram
imunoestimulados e tornaram-se mais resistentes.

Palavras chaves: Litopenaeus vannamei Vibrio alginolyticus
imunoestimulanteRorphyridium cruentum.
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ABSTRACT

We evaluated the effect of oral administration 36r days at different
doses (0%, 0.5%, 1%, 1.5% and 2%) of crude extodcsulfated
polysaccharides derived from the microalga Porliyn cruentum on
conditions for shrimps Litopenaeus vannamei immongeetence
challenged with Vibrio alginolyticus through evadiioa of
immunological parameters, hematology and survivBkfore the
challenge, the activity of phenoloxidase (PO) iasexl proportional to
the increase in the inclusion of the polysacchaedd total count of
hemocytes (THC) showed a greater increase, althoogtsignificant,
the treatment he received 1% supplementation. Adteallenge, the
animals fed the diet containing 1% extract of gelflapolysaccharides
showed the highest survival (90%) in 48 h, while tlontrol animals
without supplementation, as well as a diet cont@r#i% polysaccharide
extract had a survival of approximately 63% at 4&lso after 48 h of
challenge, THC, which decreased in all treatmeaisained higher in
animals that received supplementation with polysaddes. The
activity of PO showed a proportional increase \tlith increasing doses
of polysaccharide in the diet. The results sugtfest animals fed the
diet supplemented with the crude extract of sulfapelysaccharides
were imunoestimulados and become more resilient.

Keywords:  Litopenaeus vannamei Vibrio alginolyticus
immunostimulantPorphyridium cruentum
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INTRODUCAO

Uma das maiores restricbes em fazendas de camah@ass
doencas causadas por patdgenos infecciosos viralzceerianos
responsaveis por varias perdas econdmicas na lidistuicola
mundial (Sarathét al, 2007). As vibrioses tém sido a causa das maiores
mortalidades em camardes peneideos juvenis (Gorhezt-@l, 200Q
Bachere, 2000). Doencas causadas por Vibrio algioot e Vibrio
harveyi deixam sérios problemas no cultivo do camdPenaeus
monodorma india (Sarathet al, 2007).

A sustentabilidade da industria do camardo dependeyrande
parte do controle de doencas e do estado de salmhndhrdo. Diversos
autores tém trabalhado na quantificacdo de difesguawrametros celular
e humoral na resposta imune de espécies de camaul@sdos
(Rengpipatet al, 2000; Hsuy Chen, 2007). Uma das ferramentas
disponiveis para avaliagbes imunoldgicas € a centade hemdcitos
(Le Moullag Haffner, 2000).

A contagem total de hemdcitos (CTH) e a atividasteloxidase
(PO) tém sido consideradas como marcadores de,sad@evez que
mudancgas nestes paradmetros podem estar relacioaddfesccdes por
patégenos e condi¢des adversa#tydyalucksana; Soderhall, 2000). Os
hemdécitos dos crustaceos representam o papel gainoa resposta
imune, realizando fun¢gBes como fagocitose, encapdal formacdo de
nodulo e mediacéo de citotoxicidade (Johanssah, 2000).

Os crustaceos tém um sistema imune inato, carzederipela
auséncia de imunoglobina e memoria imunolégicaaletente uma
estratégia bastante difundida para melhorar atéesia dos camardes,
uma vez que estes ndo podem ser vacinados ézac¢dihi de compostos
imunoestimulantes (Smithet al 2003). Em crustaceos, a
imunoestimulacao é profilatica, estimulando o sistémunolégico ndo
especifico, ativando ou melhorando a vigilancia eeac¢do contra
ameacas de patdgenos (Sneithal, 2003).

Para este fim, muitas substancias ja foram testéaiascomo os
B-glucanos, produtos bacterianos, polissacaride@dgde entre outros,
0s quais podem ativar os mecanismos de defesa bonmaela
sobrevivéncia dos animais (Brincknédalmo, 2005).

Os polissacarideos de algas marinhas apresentantades
promissores no aumento da resisténcia de camaii@shos expostos a
condicdes de estresse e a patdgenos (etrab, 2007).

Sung, Kou e Song (1994), em experimento realizadm c
Penaeus monodomncontraram alta porcentagem de sobrevivéncia dos
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mesmos contrd/ibrio vulnificus apds os 18 dias de desafio, quando
alimentados com um suplemento de f;8lucano em relacédo a dieta
controle, sem suplementacédo com@gucano.

Uma solugdo de laminaranas extraidas da macroadgyeom
Laminaria digitata aumentou a liberacdo de anion superoxido de
camarfes da espécldatopenaeus vannamgiCampa-Cordoveet al,
2002).

Changet al (2003) utilizando a mesma espécie de camardo
demonstraram que a suplementacdo flglucano na dieta na
concentracdo de 10 g/kg, durante 20 dias, aumaigaificativamente a
sobrevivéncia apés desafio com o virus da sinddamaancha branca.

Lopez et al (2003), avaliando o efeito da suplementacdo de
diferentes niveis d@-glucano e vitamina C para o camardao marinho,
Litopenaeus vannameim resposta ao estresse, observaram aumento da
resisténcia, ressaltando que tanfpglucano quanto a vitamina C agem
por meio de diferentes vias de resposta ao estresse

Em outro estudo, o polissacarideo sulfatado fucaidaxtraido
da macroalga marinha par8argassum polycystymeduziu o impacto
causado pela infecgdo com o virus da mancha br@M3V) no
camardo Penaeus monodor{Chotigeat et al, 2004). Os autores
reportaram que apos a inclusédo do fucoidana na diat camardes foi
observado um aumento significativo nas taxas deesii@ncia dos
animais infectados. Além disso, o extrato brutdfutmidana foi ainda
capaz de inibir o crescimento de trés bactériaan@regativas:V.
harveyj Staphylococcus aureE. coli (Chotigeatet al, 2004).

Os polissacarideos sulfatados da macroaBetryocladia
occidentalistambém foram utilizados em poés-larvas do camardo L
vannamei, submetidos aos agentes estressoresima d@ banhos de
imersdo (Barroso, 2005) e incorporados na ragaocaieardesL.
vannameiinfectados com o Virus da Mionecrose InfeccioddNV)
(Costaet al, 2006), sendo observado, em ambos 0s casos, ment
significativo da sobrevivéncia dos individuos.

Yeh et al, (2006) analisaram que a administracdo de extrato
aquoso obtido a quente da espécie de macr&aggmssum duplicatym
tanto por imersdo quanto inje¢do, aumentou a Wabdé imune do
camardd.. vannamei

Huanget al (2006) reportaram que o uso oral de polissadaride
sulfatado extraidos da macroalga marinha p8atgassum fusiformeo
camardoFenneropenaeus chinensisfectado comv. harveyj resultou
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em uma maior resisténcia destes animais a infepoa@sta bactéria
patogénica.

Os polissacarideos sulfatados de microalgas tanapéesentam
atividade imunoestimulante. Como exemplo, podetada a atividade
imunoestimulante dos polissacarideos sulfatadosaides de uma
cianobactéria,Cyanothece spa qual foi demonstrada por Campa-
Cordovaet al (2002). Os autores demonstraram que banhos dséme
com estes polissacarideos promoveram um aumentatividade da
enzima superéxido dismutase e na producao do anjgeroxido.

Segundo Leet al (2003), o camardBenaeus merguiensiteve
sua resisténcia aumentada, quando foi alimentachoragdo contendo a
microalga cianofice&pirulina platensisdevido a ativacdo da atividade
fagocitaria dos hemdcitos contra quatro bactéristsidadas:Vibrio
harveyi, Escherichia coli, S. typhimuriuB. subtilis De acordo com os
autores, esta atividade imunoestimulante estdioelada a presenca de
lipopolissacarideos e peptideoglicanos na micrddlgdatensis

A microalga marinhaPorphyridium cruentumé uma fonte
potencial de polissacarideo sulfatado, durantesa festacionaria de
crescimento, esta microalga produz uma quantidadssira de um
exopolissacarideo que possui, ha sua constitudifarentes acgulcares,
incluindo xilose, galactose, glicose, manose, amdd e
oligossacarideos sulfatados (Gereshl, 2002).

O objetivo deste estudo foi avaliar se camardeseatados com
diferentes concentracdes do extrato bruto de palisfdeos sulfatados
da microalga marinhd@orphyridium cruentum apresentam alteractes
nos parametros hemato-imunoldgicos e na sobreva/gapds desafio
comVibrio alginolyticus

N&o existem na literatura estudos sobre o efeitmgastimulante
dos polissacarideos sulfatado da microaRgaphyridium cruentum
sobre o sistema imune de camardes marinhos.

MATERIAL E METODOS
Obtencédo do extrato bruto de polissacarideos sulfatlos

O extrato bruto de polissacarideos foi extraido coma solugdo
de papaina bruta (30 mg ffiLem 250 mL de tamp&o acetato de sédio
0,1 M (pH 5,0) contendo EDTA 5 mM e cisteina 5 mMNa) a partir
de 5 g. Em seguida, o material foi filtrado e apéstrifugacéo (7.965 x
g; 20 min.; 10 °C), os PS presentes na mistura foram concentrados por
precipitacdo com 16 mL de cloreto cetilpiridinioGR) a 10%, lavado
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(200 mL; CCP 0,05%) e posteriormente dissolvido em 174 mL de NaCl
2 M: etanol absoluto (100: 15; v/v). Logo ap6s uma precipitagdo com
etanol absoluto (24 h; 4 °C), o material foi lavado com etanol 80% (200

mL; 2 x), etanol absoluto (200 mL; 1 %) e seco em estufa durante 24
horas a 60 °C (Faria al, 2000).

Preparacéo das dietas

Diferentes concentracdes de extrato de polisshazsi da
microalgaPorphyridium cruentunt0,5%, 1,0 %; 1,5% ¢ 2,0%) foram
adicionadas a uma racdo comercial para camardahmaiGuabi, 40%
de proteina bruta e 7,5% de extrato etéreo). Aordod triturada
separada em lotes de 5Kg e cada lote recebeu asuphamentacéo
referente as concentra¢des acima especificaddsté€3ssuplementados
foram misturados 1 a 1 por 15 minutos em misturadodelo Y. Em
seguida a mistura seca foi colocada em uma batedwide foi
adicionada 4gua morna em quantidade suficiente quegauma massa
consistente fosse formada. Na sequéncia a massatifiasada em um
moedor elétrico de carne e os péletes formadomfereros em estufa
com circulagéo de ar a 60°C por 24 h, embaladosauos plasticos e
armazenados a 4°C. O lote de racdo sem adicdo toekruto de
polissacarideo (0%), que serviu como controle, Jobmetido aos
mesmos procedimentos das demais.

Condicdes experimentais
Ensaio alimentar

Um total de 2.000 juvenis de camardo brandgmpenaeus
vannameicom peso inicial de 6,6 + 0,2 g, camardes Sspedific
pathogen free ou livre de patégehd®ram distribuidos aleatoriamente
em 20 tanques de fibra de vidro (12 fando, quatro tanques por
tratamento, 100 camarfes por tanque). As cincagliekperimentais
foram designadas aleatoreamente a quatro tanquesnt® 30 dias, os
camardes foram alimentados duas vezes ao dia;@3H@ as 17:00 h.
Em todos os tratamentos os camardes foram alinentadontade.

A renovacao didria da agua dos tanques foi reaizadd h e as
14 h, correspondendo a 50% do volume total de zadpie.

As variaveis ambientais foram monitoradas durante o
experimento, o oxigénio dissolvido, a temperatueasalinidade foram
medidas duas vezes ao dia (oximetro YSI 55 e éefietro YSI 30,
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respectivamente). A amonia total (NH NH,") foi analisada a cada 10
dias imediatamente apos a coleta em espectofod®mANMOT (smart
espectro 2000). As amostras foram previamenteadiéts com
microfiltros de acetato celulose com porosidad®d (Sartorius). As
analises foram realizadas de acordo com StrickdaRdrsons (1972).

Apo6s 30 dias de alimentagdo com as dietas expataise 0s
animais foram amostrados aleatoriamente (8 pool® @mimais por
tratamento, n=40) para verificacdo dos parameteosatoimunolédgicos
pré-infeccao, este animais foram descartados.

Desafio comVibrio alginolyticus

Quarenta camardes (13,3 +0,3 g) de cada tratanuEnensaio
alimentar foram transferidos para aquéarios de 2fdz (animais por
aquario e quatro aquarios por tratamento) contéigla salgada. Os
animais receberam uma inje¢cdo no primeiro segneorgal com 25 pL
de suspensao débrio alginolyticus(5x1¢ UFC/mL). Um grupo de 40
animais (10 animais por aquario) serviu como cémtnegativo, sendo
injetados com 25uL de solucdo salieatéril. A sobrevivéncia foi
avaliada 24 h e 48 h apds o desafio. Amostras deolida dos
sobreviventes foram retiradas para a contagem thial hemdcitos
(THC) e para determinagéo da atividade da fenoksddPO).

Preparo do inéculo bacteriano

A bactéria marinha/. alginolyticusfoi cultivada em meio de cultura
liguido de infusdo de coragédo e cérebro (BHI, Oxaidb agitacdo
continua (200 x g) a 30°C. Apds 24h do crescimeatgocultura, a
suspensdo bacteriana foi centrifugada (2000 x g)kobrenadante
descartado e o precipitado suspenso em solucadwm sdiéril (SSE -
1,5% de NaCL), e a concentracdo ajustada, apoograa verificacdo
da dose letal 50% (BL), para 10 UFC/mL.

Coleta da hemolinfa para preparagéao do soro

A hemolinfa dos camarfes (n=40, para cada tratamévitcoletada na
regido ventral do primeiro segmento abdominal déaczmardo com
seringas estéreis de 1 mL acopladas a agulhas pfgiamente
resfriadas a 4°C, para evitar a coagulagéo. Foetmsfoitopools de
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cinco animais por tratamento. Para a preparac&omo a hemolinfa foi
deixada coagular a 4°C por 24h, o coagulo foi entimelado (-20°) e
descongelado para permitir a ruptura celular éerdicdo do contetdo
dos granulos, sendo depois centrifugado repetid@n{@r000 xg por 5
min). O sobrenadante, correspondente ao soro (plasm codgulo e
produtos da exocitose celular), foi aliquotado egatado a -20°C para
uso posterior.

Avaliacdo dos parametros hemato-imunolégicos

A contagem total de hemdcitos (CTH) foi determanad
individualmente em camara de Neubauer. Para tad, amostra de 10
pnL de hemolinfa, coletada como acima descritofil@da em 4% de
formaldeido em solucéo de Alsever modificada ou MABmMM citrato
de sédio, 336 mM NacCl, 115 mM glicose, 9 mM EDTA, H0) a uma
diluicdo conhecida.

A concentracdo proteica do soro foi determinadgursgo o
método de Bradford (1976), utilizando-se soro-alimanbovina (BSA)
como padréo. Os ensaios foram realizados em atplic

A determinacdo da atividade da enzima pro-fenadase (PO)
nas amostras de soro foi realizada colorimetricéeneatravés da
formacdo do pigmento vermelho-coral DOPA-cromo,vpriente da
oxidacdo do substrato enzimatico L-diidroxifenitate (L-DOPA,
Sigma) pela PO do soro. Amostras de 50 pL de soswigmente
diluidos (10x) em TBS-1 (50mM Tris, 336mm NacCl, MncaCh, 10
mM MgCl,, pH 7,4) foram incubadas com volume igual de ings
(Sigma, 1 mg/mL), indutor da atividade enzimatidarante 5 min a
20°C, em uma microplaca de 96 pocos (fundo chalo$. controles, o
indutor ou o soro foram substituidos por um voluesgiivalente de
TBS-1.

Apoés incubacdo, os pocos receberam 50 pL de L-DCHPA
mg/mL) e a formagdo de DOPA-cromo foi quantificaa leitora de
microplacas (absorbancia a 490 nm), ap6s 5, 10e ZD min. A
atividade enzimética especifica da PO foi exprgsda variacdo da
absorbéncia por minuto e por miligrama de protellraa unidade de
atividade enzimatica correspondeu ao aumento dd ®& absorbancia,
por min e por miligrama de proteina a 20°C (SodEkrHall, 1984). Os
ensaios foram realizados em triplicata.
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Anélises estatisticas

O delineamento experimental usado foi o0 inteirament
casualizado com cinco niveis de suplementacdotideetde extrato de
polissacarideo (0%, 0,5%, 1,0%, 1,5% e 2,0%), cémrepeticbes para
cada tratamento. Os dados referentes as contagjaissde hemacitos e
atividade da PO foram transformados para log (p8lx normalizacao
(teste de Kolmogorov-Sminof & Lilliefors) e homogiracdo das
variancias (teste de Levene). Todos os dados faaatisados por
(ANOVA one-way e, quando a andlise apontou diferencas estatistic
entre os tratamentos, foi utilizado o teste de Rorgara separacéo das
médias. O nivel de significAncia adotado foi de 5%.

RESULTADOS
Contagem total dos hemdcitos

Apbs os 30 dias de ensaio alimentar (periodorge&¢éo), ndo
houve diferenga significativa (p<0,05) na CTH enee tratamentos.
Apesar de ter sido observado uma tendéncia ao aordeanCTH, em
especial na dieta contendo 1% de suplementagdo ocaxtrato de
polissacarideo em relacao ao controle sem supleg@n{Tabela 1).

Apoés a infecgdo com Wibrio alginolyticuso valor da CTH do
camardo diminuiu em todos os tratamentos, mas tantemto sem
polissacarieo (0% de PS) registrou a queda maiffisaiva 39,42% na
CTH (18,9+1,3 x 10 células ml) em relacéo a pré-infeccéo (31,2 +3,4
x 10° células mf) sendo significativamente diferente (p<0,05) dos
outros tratamentos suplementados com o extrato alissacarideo
sulfatado. (Tabela 1). Ap6s o desafio cafbrio alginolyticus, os
valores para a atividade da PO aumentaram em tosldseatamentos
proporcionalmente as doses crescentes do extratpoliesacarideo
sulfatado (Tabela 1).



Tabela 1. Respostas imunoldgicas de vannamei(13,3 +0,3 g) antes (0 h) e ap6s infeccéo (48 bjrcVibrio alginolyticus
(5,0 x 106 CFU)

Suplementacéo de polissacarideo sulfatado na éteta,

~ Tempo
Parametros
h Controlé 0 0,5% 1,0% 1,5% 2,0%
CTH 0 31,2 +3,4° 31,2 +3,47 35,3 +5,%° 36,9 +3,6° 35,2 +3,6° 33,2 +1,8°
x 10° 48 24,4 +#8,7* 18,9 +1,%8" 27,3 +4.8° 29,7 +2,7° 25,6 +3,6° 24,8 +2 §*
PO 0 77,6 +148° 77,6 +14,8° 83,7 +10,5 06,6 +13.§* 102,9+9,6* 108,2 +13,#°

Uminmg" 48 135,9+26,8° 155,7 +12,4° 162,7 +27,5° 173,6 +16,6™ 179,2 +23,8" 217,4 +17,%*

! Valores representam médias + desvio padrdo (n = 4)

2Camardes foram injetados com solugéo salina.
AB Médias na mesma coluna (para cada parametro)eatoms nailsculas diferentes indicam diferencasfiigtivas antes e apos o desafio (P < 0,05).

abMédias na mesma linha (para cada parametro) doas kminGsculas diferentes indicam diferencas fiigtivas (P < 0,05).

S9
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Sobrevivéncia

Os animais injetados somente com solucédo satioatrple do
desafio) apresentaram 100% de sobrevivéncia apbsié&iesafio. Para
os demais tratamentos, a taxa de sobrevivéncia8&mfdi em media
86% nos tratamentos que receberam suplementacaaiveis 0,5%,
1,0% e 1,5% ndo havendo diferenca estatistica efese(p<0,05). A
menor taxa de sobrevivéncia em 48 h foi registrads animais do
grupo controle, sem suplementacdo de extrato désspohrideo
(57,5%). O grupo que recebeu a dieta contendo 2%ugiementacao
com polissacarideo também apresentou sobrevivéncia
significativamente menor (64,8%), quando comparadquela
apresentada pelos demais grupos (Tabela 2). Rars s tratamentos, a
maior mortalidade ocorreu até 24 h, com excecaccattrole sem
suplementacdo, que continuou apresentando uma eyraodalidade
entre 24 h e 48 h (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito da suplementacdo dietética cresdendo extrato
bruto de polissacarideos da microalga&Porphyridium cruentum na
sobrevivéncia de juvenis deLitopenaeus vannamei(13,3 +0,3Q)
desafiados conVibrio alginolyticus (5,0 x 106 CFU) apds 24 e 48h

Suplementacéo, Taxa de sobrevivéncia apos o desafio, %
% 24 h 48 h

Controlé 100 100

0 70,0 £14,1 57,5+12,8

0,5 80,0+11,5" 77,5 £9,6"

1,0 90,0 +8.2 90,0 +8,2

15 85,0 +10,6° 82,5 +9,6"

2,0 69,8 13,8 64,8 12,4

yalores das médias + desvio padrao.

2 Camardes alimentados com a dieta sem suplemengairiietados somente com
solucéo salina.

ab Médias com letras sobrescritas diferentes em catlan@ indicam diferencas
significativas (P < 0,05).
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DISCUSSAO

Atualmente a busca por substidncias que melhorem a
imunocompeténcia dos camardes marinhos despontao coma
alternativa interessante, uma vez que estes anin@ispodem ser
vacinados. Na literatura existem alguns relatosesatacéo estimulante
de polissacarideos de algas sobre a imunidadendar@as cultivados,
levando a um aumento na resisténcia a vibrioses.

Sung, Kou e Song (1994), em experimento realizadm c
Penaeus monodomrncontraram alta porcentagem de sobrevivéncia dos
mesmos contrd/ibrio vulnificus apds os 18 dias de desafio, quando
alimentados com um suplemento de f;8lucano em relagédo a dieta
controle, sem suplementacédo com@gucano.

Em outro estudo, os autores reportaram que aposlesé&o do
fucoidana na dieta dos camarbes foi observado ummerto
significativo nas taxas de sobrevivéncia dos arsnraectados. Além
disso, o extrato bruto do fucoidana foi ainda cajpl@z inibir o
crescimento de trés bactérias Gram-negativaéd: harveyj
Staphylococcus auregs. coli(Chotigeatet al, 2004).

Yeh et al, (2006) analisaram que a administracdo de extrato
aquoso obtido a quente da espécie de macr&agmssum duplicatum
tanto por imersdo quanto inje¢cdo, aumentou a Wabdé imune do
camardd.. vannamei

Huanget al (2006) reportaram que o uso oral de polissadaride
sulfatado extraidos da macroalga marinha p8eatgassum fusiformeo
camardofFenneropenaeus chinensisfectado comV. harveyj resultou
em uma maior resisténcia destes animais a infepoéiesta bactéria
patogénica.

Segundo Leet al (2003), o camardBenaeus merguiensiteve
sua resisténcia aumentada, quando foi alimentagioragdo contendo a
microalga cianofice&pirulina platensisdevido a ativacdo da atividade
fagocitaria dos hemdcitos contra quatro bactéristsdadas:Vibrio
harveyi, Escherichia coli, S. typhimuriuB. subtilis De acordo com os
autores, esta atividade imunoestimulante estéioelada a presenca de
lipopolissacarideos e peptideoglicanos na micrdalgdatensis

No presente estudo, o efeito imunoestimulante doatex bruto de
polissacarideos sulfatados da microalga marinRarphyridium
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cruentumfoi avaliado sobre o sistema imune de juvenifit@penaeus
vannamei experimentalmente infectados com uma cepa patzéle
Vibrio alginolyticus

As células imunocompetentes ou hemadcitos sdo owipais
sitios de sintese das moléculas imunologicas doarées (Grosst al,
2001), estando diretamente envolvidos com a fagsesita formacéo de
nddulos e cépsulas e a producéo e liberacdo deuntadécitotoxicas e
liticas, capazes de eliminar os agentes invasdvilar; Ratcliffe,
1994). Neste estudo, as CTH ndo apresentaram mjtersignificativa
apos 30 dias de ensaio alimentar (pré-infeccaojsApinfeccao com o
Vibrio alginolyticus,todos os tratamentos tiveram uma redugéo na CTH,
mas o tratamento controle sem suplementacdo comat@xde
polisscarideo sulfatado registrou uma queda de23®,4a CTH,
sugerindo que a alimentacdo suplementada com oat@xtde
polissacarideo da microalga deve ter auxiliadoalde@ma forma, na
manutencdo da quantidade de hemdcitos circulantes camardes
infectados.

Este resultado parece estar associado a uma r@spitstatoria
dos hemdcitos que migram para a regido da inoculagdndo assim da
circulagdo (Lorenzon, 2001, Van de brackt al, 2002b).
Adicionalmente, os hemdcitos podem se agregar erdulo®
hemocitcos, onde atuam moléculas de adesdo celodsmo
peroxinectina, que aprisionam micro-organismos e $nterior
(Jiravanichpaisakt al, 2006) e que podem ser retirados de circulacdo
pelas branquias por processos mecanicos.

Os hemdécitos também podem se fixar em outros orgéio® 0
hepatopancreas (Alday-Saes al, 2002). Neste estudo, observou-se
gue a queda na contagem de hemadcitos dos caméirieatados com
as dietas suplementadas com extrato de polissaodddinferior a dos
animais do tratamento controle sem suplementagdie.rEsultado pode
estar associado a uma reposicdo mais rapida do®chem na
circulacéo pelo tecido hematopoiético (Van de Breickl, 2002a) dos
camarfes alimentados com o extrato de polisscariBetatos na
literatura sobre a acé@o imunoestimulante de paligt®eos sulfatados
sobre a CTH de camarbes sdo muito controversos edifisl
comparacgédo, principalmente porque as metodolog@susb e os
polisscarideos sao diferentes.

Outro potente mecanismo imunoefetor em crustaceosigtema
de ativacédo da pro-fenoloxidase (proPO) geralmatitedo durante a
formacg&o de nddulos ou capsulas onde se forma eaipjiado escuro
ou melanizacdo. A enzima chave deste process@godkidase (PO),
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gue se encontra armazenada na forma inativa pra®Qyrénulos de
hemacitos. Quando liberada, a PO da origem a useatade reacdes
guimicas que resulta na producdo de melanina eormmaa¢ao de
compostos intermediarios altamente téxicos queralst 0s micro-

organismos invasores (Costa, 2007). No presente@®sa atividade da
PO se alterou significativamente entre periodo eongds-infecgéo. A
ativacdo deste sistema pode ser desencadeada pmorcente da
superficie de microorganismos, tais como os lipspoérideos da
parede celular de bactérias Gram negativas, adsdpglitanas de
bactérias Gram-positivas e as b-1, 3-glicanas ¢gerfnie de fungos
(Cerenius e Soderhall, 2004). Apés @ 8la do ensaio alimentar, foi
observado que a atividade da PO era maior quantor na

suplementacdo com o extrato de polissacarideo. oMu#utores
relacionam a atividade da PO ao numero de hemocitosis

precisamente o0s granulares, pois estes carregammaéculas

imunoefetoras (Johanssehal, 2000).

Neste estudo, no periodo pré-infec¢cdo, os maioad@res da
CTH foram registrados com a suplementacao de 1polissacarideos,
ndo sendo compativel com o comportamento da POcquoénuou
aumentando proporcionalmente ao aumento dos ndeeiextrato de
polissacarideo.

Alguns autores ja demonstraram que o sistema preB@
relacionado ao reconhecimento do ndo proprio enépmtios
(Soderhall Cerenius, 1998, Vargas-Albores, 1995 — SODERHALL
CRUSTACEOS E UM INSETO RATCLIFF). Isto sugere que o
comportamento da atividade da PO tenha sido caugalbo préprio
extrato de polissacarideo, mais precisamente pelifes sulfatadas,
que sdo carregadas negativamente e, quando reatag)eativam o
sistema proPO. (Damontet al, 2004). Esta interagdo ja foi
demonstrada entre as glicoproteinas presentes wvaope viral e 0s
polissacarideos sulfatados (Damoettal, 2004).

Inmeros trabalhos relatam mudanca nas atividadeBQ@ em
camarfes submetidos a tratamentos com imunoestitasla apés
desafios (Xuxiongt al, 2006, Yelet al, 2006).

A sobrevivéncia ap0s a infeccao cdrrio alginolyticus foi
significativamente maior (90% dos animais sobre@n® no
tratamento que recebeu 1% de suplementacdo comtratoexde
polissacarideo, sugerindo que a suplementacdo ticketécom
polissacarideo sulfatado aparentemente foi eficaz anmento da
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imunocompeténcia do camardgtopenaeus vannamegontribuindo
para 0 aumento da sobrevida destes animais.

A partir de 1,5% de suplementacdo dietética, aesvl@ncia
diminuiu. Sakai (1990) afirma que baixas doses disgacarideos
sulfatados produzem uma melhor resposta em rekagidrevivéncia,
sendo o efeito dos imunoestimulantes diretamenperdiente de uma
dose ideal.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem gxérato bruto
de polissacarideo da microalga marinRarphyridium cruentum
adicionado a dieta na faixa entre 0,5% a 1,5% géesentacio foi
capaz de aumentar a imunocompeténcia de juvenigaj®enaeus além
de aumentar significativamente a sua sobrevida.aviad outros
imunoparametros, além de estudos da expressdo dwingis
imunolégicas devem ser avaliados visando a conf@imadeste
resultado. Estudos futuros devem ser feitos visaedolarecer o
mecanismo de acdo deste extrato de polissacarideo.
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CONCLUSOES GERAIS

a) A suplementacao de extrato bruto de polissacaddiatado
na dieta provoca o aumento do ganho em peso emisude
L. vannamei.

b) O extrato bruto de polissacarideo sulfatado n&xiéd nas
concentracdes testadas e ndo causa mortalidadeiatss.

c) A melhor concentracdo para suplementagcéo de edirato
de polissacarideo é 1 % para o ganho.

d) O carreamento das enzimas do hepatopancreas peaestp
no aconteceu nas dietas que foram suplementad&sn pa-
ra que a digestédo dos nutrientes da dieta sejazatia esta
suplementacdo ndo deve passar de 1%.

e) A alimentacdo dos camarfes durante 30 dias corerseph
tacdo de polissacarideos aumentou a CTH e a a&ida
PO, indicando imunoestimulagéo.

f) A suplementacéo com o polissacarideo sulfatadoneen-
tracdo de 1% proporciona uma taxa de sobrevivé&ec20%
dos animais apds 48 h da infeccédo itario alginolyticus

g) De acordo com as concentracdes testadas neste,estizdt
xa de suplementacdo de polissacarideos na diesanda
otimizar o ganho em peso e a resisténcia imunaodits
camardes juvenis detopenaeus vannameieve estar entre
1% a 1,5%.
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CONSIDERACOES FINAIS

A qualidade do alimento oferecido aos animais apeghte
contribui para um bom estado nutricional e consegmeente uma
melhor condicdo imunoldgica. Os resultados demarstr que a
suplementacdo com o extrato de polissacarideotadfada microalga
Porphyridium cruentumé uma alternativa para tornar o camarao
marinho mais resistente a uma situacdo de enfedenidastudos para
verificar, outras formas de administracéo desteatexte polissacarideo
sulfatado, a utilizacdo deste composto em lariticas, a relagédo entre
0 ganho em peso e a distribuicdo das enzimas, degeronsiderados.
E importante também a realizac&o de estudos patimmaa viabilidade
de reproduzir esta suplementacédo em escala coinercia
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Os polissacarideos de algas como imunoestimulantes

PS Espécie via Efeito Referéncia
. ~ aumentou a capacidade de coagulagdo e Dugger e Jory
-1,3 glucano P. monodon imersao . ) .
B-139 sobrevivéncia desafio com Vibrio; (1999)
. aumentou a sobrevivéncia apos desafio  Chang et al
-1,3 glucano P. monodon dieta ’
P-139 Wssv (2003)
B-glucano P. monodon  dieta aumento na sobrevivéncia S“n(%;}g}:?'eh
. . aumento na resisténcia frente a Lopez et al.
-1,3 glucano L. vannamei  dieta . o
B-1.39 situacOes de estrese (2003)
PS de B. occidentalis L. vannamei  imerso aumento na resisténcia apos desafio com  Barroso et
IMNV al.(2005)
. . . . aumento na resisténcia apos desafio com Costa et al.
PS de B. occidentalis L. vannamei  dieta
IMNV (2006)
PS de S. platensis  P. merquiensis  dieta ativagao da at|V|d§d_e fagocitaria dos Lee et al.
hemacitos (2003)
PS S. fusiforme = P T malor re5|st~enC|a destes anlmals a Huang et al.
infeccao por V. harveyi; (2006)
, . ~ oA Rodrigues
PS Halymenia L. vannamei  imersao aumento sobrevivéncia (2006)
’ . imersdao aumentou a capacidade de coagulagdo e  Yehetal.
S. duplicatum L. vannamei . .. A . L
e injecdo sobrevivéncia desafio com Vibrio; (2006)
(Lt aumentou a sobrevivéncia apos desafio
G. amansii L. vannamei imersao Vibrio P Fu et al. (2007)
e injegao
, . . aumento na sobrevivéncia apos desafio Chotigeat et al.
S. policystium P. monodon dieta
RSY com WSSV (2004)
. aumento na resisténcia desafio Vibrio Sung et al.
-1,3 glucano P. monodon dieta o
P-139 vulnificus (1994)
; = i ; Campo-
PS de Cyanothece sp. L. vannamei imersao EUEEED OF) EIELE GF EREINT Cordova et al.

superoxido dismutase

(2002)
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Materiais e métodos
Cultivo de Porphyridium cruentum
Obtengao do extrato bruto de polissacarideos
Local: Laboratorio de Cultivo de Algas — LCA/UFSC

http://starcentral.mbl.edu/microscope/po
rtal.php?pagetitle=assetfactsheet&imagei
d=674

Materiais e métodos
Elaboragdo das dictas
Local: Laboratorio de Nutri¢do de Espécies Aquicolas — LABNUTRI/UFSC

) a3
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Materiais e métodos
Ensaio de Crescimento — Unidades experimentais
Local: Laboratério de Camardes Marinhos — LCM/UFSC

Materiais e métodos
Ensaio de Crescimento — Manejo, biometrias e coleta das porgdes do trato
Local: Laboratdrio de Camardes Marinhos — LCM/UFSC

EEEEER
4

3.0 36 42 48 54 60 66 7.0 7.5 80 86 9.0 94 100



Materiais e métodos
Infecgdo experimental
Local: Laboratdrio de Sanidade de Organismos Aquaticos — AQUOS/UFSC
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Materiais e métodos
Coleta de hemolinfa
Local: Laboratério de Sanidade de Organismos Aquaticos — AQUOS/UFSC

Primeiro segmento abdominal

8 pools de 5 animais/tratamento

Hemolinfa - parte deixada coagular (soro) e parte foi
fixada (THC)

Preparagao do soro:

Coagulo congelado a -20°C e descongelado

Coagulo centrifugado (2.000g — S5min)

Soro congelado -20°C para uso posterior (PO)




