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RESUMO 
 
 
A suplementação oral do extrato bruto de polissacarídeos sulfatados, 
obtido da microalga Porphyridium cruentum (Rhodophyta), foi avaliada 
sobre o ganho em peso, sobrevivência, parâmetros imunológicos e perfil 
das enzimas digestivas em juvenis do camarão marinho Litopenaeus 
vannamei. O extrato bruto de polissacarídeo sulfatado foi adicionado em 
diferentes concentrações 0%, 0,5% 1%, 1,5% e 2% a uma ração 
comercial (proteína bruta 40%; extrato etéreo 7,5%), oferecida duas 
vezes por dia para 2000 camarões com peso médio inicial de 6,6±0,2 g. 
A cada dez dias, os animais eram pesados e eram coletadas amostras de 
hemolinfa - para monitoramento das variáveis imunológicas - e de 
intestinos, para avaliação do perfil de enzimas. Após 30 dias de 
alimentação, os animais (13,5±0,8 g) foram reorganizados em um novo 
experimento, onde foram desafiados com o patógeno Vibrio 
alginolyticus, na concentração 5x106 UFC/mL, por injeção (25 µL) 
aplicada no primeiro segmento dorsal. Os animais do grupo controle 
receberam injeção de solução salina estéril. A sobrevivência e os 
parâmetros hemato-imunológicos (contagem total de hemócitos, CTH, e 
atividade da fenoloxidase, PO) foram avaliados ao final de 48 h. A 
suplementação dietética registrou os maiores ganhos em peso na faixa 
de 1% a 1,5% de suplementação. A composição corporal dos animais 
não foi afetada pela suplementação. Similarmente, não foi observada 
alteração nas atividades das carboidrases e proteinases no 
hepatopâncreas com as diferentes doses testadas. Entretanto, registrou-
se um aumento da atividade enzimática ao longo do intestino, sugerindo 
o carreamento das enzimas digestivas produzidas no hepatopâncreas 
para este órgão. Antes do desafio com o patógeno, apenas a atividade da 
PO apresentou um aumento proporcional à suplementação dietética com 
o polissacarídeo sulfatado. Após o desafio, os animais alimentados com 
a dieta contendo 1% de polissacarídeo apresentaram a maior 
sobrevivência (90%) em 48 h, enquanto que os animais do grupo 
controle, sem suplementação, assim como os alimentados com dieta 
contendo 2% de extrato de polissacarídeo, apresentaram sobrevivência 
de aproximadamente 63%. Após o desafio a CTH diminuiu em todos os 
tratamentos, mas continuou sendo mais elevada nos animais que 
receberam a dieta suplementada com o extrato de polissacarídeo. Em 
contraste, a atividade da PO aumentou em todos os tratamentos e 
continuou sendo maior naqueles suplementados com polissacarídeo 



 
 

 

sulfatado. De acordo com os resultados obtidos sugere-se uma faixa de 
suplementação dietética de extrato de polissacarídeos sulfatados entre 
1% e 1,5%. Dentro desta faixa, otimiza-se o ganho em peso, resistência 
à infecção, imunoestimulação e atividade das enzimas digestivas.  
 
Palavras-chave: Litopenaeus vannamei, Porphyridium cruentum, 
polissacarídeos sulfatados, Vibrio alginolyticus, imunoestimulação, 
enzimas digestivas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 

ABSTRACT 
 
 
Oral supplementation of crude extract of sulfated polysaccharides, 
obtained from microalgae Porphyridium cruentum (Rhodophyta), was 
evaluated on the weight gain, survival, immunological parameters and 
profile of digestive enzymes in juvenile marine shrimp Litopenaeus 
vannamei. The crude extract of sulfated polysaccharide was added at 
different concentrations 0%, 0.5%, 1%, 1.5% and 2% to a commercial 
diet (40% crude protein , ether extract 7.5%) , offered twice day for 
2000 shrimps with an average initial weight of 6.6 ± 0.2g . Every ten 
days, the animals were weighed and samples were collected hemolymph 
- for monitoring immunological variables - and intestines, for assessing 
the profile of enzymes. After 30 days of feeding, animals (13.5 ± 0.8g) 
were rearranged in a new experiment where they were challenged with 
the pathogen Vibrio alginolyticus in a concentration 5x106 CFU / mL for 
injection (25µL) applied on the first dorsal segment. The control animals 
received injections of sterile saline. Survival and hemato -
immunological parameters (total count of hemocytes, CTH, and phenol 
oxidase activity, PO) were evaluated at the end of 48h. Dietary 
supplementation recorded the largest gains in weight in the range of 1% 
to 1.5% supplementation. The body composition of the animals was not 
affected by supplementation. Similarly, no changes were observed in the 
activities of carbohydrases and proteinases in the hepatopancreas with 
the different doses tested. However, there was an increase in enzyme 
activity along the intestine, suggesting the conduction of digestive 
enzymes in hepatopancreas for this organ. Before challenge with the 
pathogen, only PO activity showed an increase proportional to dietary 
supplementation with sulfated polysaccharide. After challenge, the 
animals fed the diet containing 1% polysaccharide showed the highest 
survival (90%) in 48h, while the control animals without 
supplementation, as well as a diet containing 2% extract polysaccharide, 
showed a survival rate of approximately 63%. After challenge CTH 
decreased in all treatments, but remained higher in the animals fed the 
diet supplemented with the extract polysaccharide. In contrast, the PO 
activity increased in all treatments and remained higher in those 
supplemented with sulfated polysaccharide. According to the results 
obtained suggest a range of dietary supplementation of sulfated 
polysaccharides extract from 1% to 1.5%. Within this range, optimizes 



 
 

 

the gain in weight, resistance to infection, immune stimulation and 
activity of digestive enzymes. 
 
Keywords: Litopenaeus vannamei, Porphyridium cruentum, sulfated 
polysaccharides, Vibrio alginolyticus, immunostimulation, digestive 
enzymes. 
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CAPÍTULO 1 - REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
 
2.1 Aquicultura com ênfase no cultivo de Litopenaeus vannamei 
 

Segundo Jiang (2010), a redução dos estoques pesqueiros naturais 
é um problema relacionado à segurança alimentar e ao bem estar social 
mundial. O crescente déficit entre a quantidade de pescado capturado e a 
demanda de consumo tornou a aquicultura - o cultivo de qualquer 
animal aquático, como peixes, crustáceos e mariscos (FROTA, 2006) 
uma das alternativas mais promissoras para o fornecimento de alimento 
de excelente valor nutritivo (CAMARGO; POUEY, 2005). 

Segundo Hannesson (2003), esta atividade vem se desenvolvendo 
de forma notória nos últimos 20 anos. Dados da FAO (2012) 
demonstram que a produção de pescados girou em torno de 128 milhões 
de toneladas para o consumo humano, sendo que a aquicultura 
contribuiu com 47% dessa produção, um aumento de 7,5 % em relação 
ao ano de 2009. 

Entre 1990 até 2010 a aquicultura mundial vem apresentando 
crescimento anual médio de 8,8%, sendo muito superior ao crescimento 
da indústria pesqueira oriunda da captura (3,2%) e àquele dos sistemas 
de produção de proteína de animais terrestres (2,8%), para o mesmo 
período (FAO, 2012). 

Dados da FAO (2012) indicam a seguinte composição da 
produção aquícola mundial: 56,4% peixes de água doce (33,7 milhões 
de toneladas), 23,6% moluscos (14,2 milhões de toneladas), 9,6% 
crustáceos (5,7 milhões de toneladas), 6% peixes diádromos (3,6 milhão 
toneladas), 3,1% peixes marinhos (1,8 milhões de toneladas) e 1,4% de 
outros animais aquáticos (814. 300 toneladas). A produção aquícola 
excede a produção de captura para muitas das espécies, entre elas os 
camarões marinhos, onde 55% da produção total mundial são 
provenientes de aquicultura. 

 A produção mundial de crustáceos marinhos corresponde a 
70,6% da produção total de crustáceos e é dominada pelo camarão 
branco Litopenaeus vannamei, sendo esta a espécie mais bem sucedida 
internacionalmente na aquicultura. Em 2010, foi responsável por 71,8% 
da produção mundial de todas as espécies de criação de camarões 
marinhos, dos quais 77,9% foram produzidos na Ásia e o restante 
produzido na América, continente de origem da espécie (FAO 2012).  
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Em 2010, entre as nações que atuaram na produção de L. 
vannamei, os países asiáticos foram responsáveis por 77,9% da 
produção o restante foi produzido nas Américas (FAO, 2012). 

O L. vannamei, também conhecido como “Camarão Branco do 
Pacífico ou Camarão Cinza”, é uma espécie exótica ao litoral brasileiro. 
Sua distribuição natural vai desde as águas do oceano Pacifico na 
província de Sonora, México, até o sul de Tumbes no Peru (NUNES; 
MARTINS 2002). Esta é a única espécie de camarão marinho criado 
comercialmente no Brasil e isto se deve à boa adaptação, rusticidade e 
ao rápido crescimento em todas as fases do processo produtivo. As pós-
larvas desta espécie aceitam facilmente rações e toleram uma ampla 
variação na salinidade da água (COSTA et al., 2006). Além disso, este 
peneídeo apresenta uma alta aceitação nos mercados internacionais, 
devido à cor branca do músculo (NUNES, MARTINS, GESTEIRA, 
2004).  
 No Brasil o L. Vannamei foi introduzido na década de 1980 e em 
meados de 1990, os laboratórios brasileiros passaram a dominar as 
tecnologias relacionadas à reprodução e produção de pós-larvas, 
iniciando a distribuição comercial e intensificando as validações 
tecnológicas nas fazendas de camarão (LIMA, 2007). 
 Os avanços tecnológicos relacionados ao cultivo de camarões, 
como o uso de aeradores e máquinas de despesca, o manejo do fundo do 
tanque, a alimentação e o processo de controle de qualidade, 
promoveram o desenvolvimento da carcinicultura (CAVALCANTI, 
2003). 
 Em 2003, no Brasil foram produzidas 90.190 toneladas de 
camarão consolidando o Brasil como líder no hemisfério ocidental e 
como sexto maior produtor do mundo (ROCHA; RODRIGUES, 2004). 
Entretanto, o volume produzido começou a decair a partir de 2004, 
devido o aparecimento das enfermidades em particular a Mionecrose 
Infecciosa (IMNV), a qual rapidamente se espalhou pela região 
Nordeste, maior polo produtor. 

Em janeiro de 2005, o Ministério da Agricultura do Brasil 
confirmou a presença do vírus da mancha branca na região de Laguna 
em Santa Catarina, sendo a primeira vez que o vírus foi registrado no 
Brasil. A mancha branca foi verificada em, pelo menos, cinco fazendas 
de camarões criados em cativeiros no estado de Santa Catarina 
(JURGENFELD, 2005).  

A ocorrência de doenças como o a mancha branca rebaixaram o 
posto brasileiro de líder americano na produção de camarão em 2003 
para um pouco atrativo 3° lugar, precedido pelo México e Equador.  
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Além disso, o Brasil perdeu a liderança mundial em termos de 
produtividade com perdas na produção na ordem de 40 mil toneladas 
entre o período de 2003 a 2005 (SEIFFERT et al., 2006). 
 
2.2 Enfermidades e Resposta Imune em Crustáceos 
 

Na carcinicultura, enfermidade significa qualquer alteração 
adversa na saúde ou no desempenho dos camarões cultivados (NUNES; 
MARTINS, 2002). 

O ambiente aquático é abundante em micro-organismos 
infecciosos, sendo extremamente fácil a transmissão de doenças, 
especialmente em condições de altas densidades. Quando há algum 
desequilíbrio no ambiente de criação, os camarões são expostos a 
agentes estressores, os quais, dependendo da intensidade, podem reduzir 
sua resposta imunológica, o que é determinante para o surgimento de 
doenças (VAN DE BRAAK et al., 2002).  

São considerados agentes estressores altas densidades de 
estocagem associado à baixa qualidade da água e a intensificação da 
produção os quais podem interferir de maneira conjunta ou 
individualmente no equilíbrio do ambiente (KAUTSKY et al., 2000).  

Mundialmente o crescimento do número de fazendas resulta em 
diminuição da qualidade do ambiente de cultivo e principalmente no 
surgimento de inúmeras doenças infecciosas, na sua maioria de origem 
viral, que limitam o desenvolvimento do setor e causam grande impacto 
na produção (KAUTSKY et al., 2000; NUNES; MARTINS; 
GESTEIRA, 2004). 

Dentre as viroses já relatadas em camarões, as que mais afetaram 
a carcinicultura nas Américas foram às causadas pelo vírus da necrose 
infecciosa e hematopoiética ou IHNV (Infectious Hypodermal and 
Hematopoietic Necrosis Virus), o vírus da síndrome de Taura ou TSV 
(Taura Syndrome Virus) e, mais recentemente, o vírus da mancha branca 
ou WSSV (White Spot Syndrome Virus), todos já diagnosticados no 
Brasil (NUNES; MARTINS, 2002; BUCHELI; GARCIA, 2005).  

O WSSV foi diagnosticado em Santa Catarina em 2005, afetando 
substancialmente a produção de camarões no estado (MADRID, 2005). 
Entre as bactérias algumas espécies do gênero Vibrio são conhecidas 
como sendo patógenos oportunistas, causando grandes mortalidades nas 
larviculturas de camarões marinhos e em adultos em situação de estresse 
(LIU; CHEN, 2004).  
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As bactérias do gênero Vibrio podem ser encontradas livres ou 
associadas a organismos aquáticos nos maios diversos ambientes, tais 
como estuários, águas costeiras, sedimentos e tanques de produção 
aquícola (VIEIRA et al., 2007). Bactérias são comuns na água do mar e 
podem se tornar um patógeno dentro do cultivo, dependendo das 
condições ecológicas do ambiente onde se encontram (SKJERMO, 
VADESTEIN, 1999). 

Na literatura as principais espécies relatadas como patogênicas 
para crustáceos são: Vibrio dansela (SONG; CHENG; WANG, 1993), 
Vibrio harveyi (PASHARAWIPAS et al., 2005), Vibrio orientalis 
(ABRAHAMA ; PALANIAPPAN, 2004), Vibrio alginolyticus 
(VANDENBERGHE et al., 1998). 

Nos camarões, a septicemia causada por bactérias e mesmo às 
infecções internas localizadas é acompanhada por diferentes sinais 
clínicos como opacidade da musculatura abdominal, anorexia e 
cromatóforos expandidos (SONG, CHENG, WANG, 1993). 

Para o controle das enfermidades bacterianas, os antibióticos são 
comumente utilizados, porém, o uso inapropriado desses 
quimioterápicos pode provocar a seleção de algumas cepas patogênicas 
resistentes (VÁSQUEZ et al., 2005). Outro fator preocupante no uso de 
antibióticos e a sua acumulação no músculo dos animais cultivados o 
que dificulta a comercialização dos mesmos (COOK et al., 2002). 
Importadores e consumidores, cada vez mais exigentes têm demonstrado 
aversão a produtos produzidos com antibióticos, desta forma, é grande o 
interesse da indústria camaroneira em evitar o uso de antibióticos para o 
controle de doenças, assim, novos métodos de controle de doenças 
devem ser desenvolvidos (SKJERMO; VADSTEIN, 1999).  

Assim como todos os invertebrados, os crustáceos são dotados 
apenas de um sistema imune inato, não apresentando o sistema 
adaptativo, presente nos vertebrados. Este último caracteriza-se pela 
presença de uma infinidade de receptores e anticorpos altamente 
específicos e pela indução de células de memória, que garantem uma 
resposta de defesa extremamente eficiente e específica contra os mais 
diversos patógenos.  Esta especificidade está ligada a uma linhagem 
celular denominada linfocítica, que ocorre somente nos vertebrados e 
que auxilia nos mecanismos de memória imunológica. A ausência desta 
linhagem celular nos invertebrados impossibilita o desenvolvimento de 
vacinas, limitando a possibilidade de prevenir e controlar infecções 
nestes animais (BARRACO; PERAZZOLO; ROSA, 2008). 
 Além da cutícula rígida, que funciona como uma barreira física 
protetora contra agressões e invasão de patógenos, a integridade 
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corpórea dos crustáceos é mantida por seu sistema imunológico, o qual 
está intimamente relacionado à hemolinfa. Assim como o sangue nos 
vertebrados, a hemolinfa é composta por uma fração celular, 
representada pelas células circulantes ou hemócitos, além de uma fração 
líquida, o plasma, que contém os fatores humorais. Os componentes 
humorais e celulares atuam em conjunto para a detecção e eliminação de 
agentes estranhos dos tecidos infectados, garantindo a sobrevivência dos 
crustáceos (BARRACO, 2004).  

Portanto, as respostas imune-celulares dos crustáceos estão 
basicamente relacionadas às células da hemolinfa ou hemócitos. Estas 
respostas incluem a fagocitose de microrganismos, a formação de 
cápsulas e nódulos em torno de partículas estranhas e os mecanismos 
citotóxicos e/ou degradativos intracelulares, os quais são utilizados para 
inativar e eliminar os agentes invasores (SMITH; BROWN; HAUTON, 
2003).   

Muitas dessas moléculas microbicidas encontram-se armazenadas 
dentro de vesículas ou grânulos de certas populações de hemócitos, 
enquanto outras são produzidas e secretadas para a hemolinfa, atuando 
em diferentes cascatas imunológicas. Além de atuarem nas respostas de 
defesa, os hemócitos ainda participam no reparo de ferimentos, 
esclerotização da cutícula e no metabolismo e transporte de 
carboidratos.   

A determinação dos hemogramas em crustáceos, que consiste na 
contagem total e diferencial dos hemócitos circulantes (THC e DHC, do 
inglês total hemocyte count e differential hemocyte count, 
respectivamente), funciona como um dos principais imunoparâmetros 
para expressar a condição de saúde destes animais (BACHERE, 2003; 
BARRACO, 2004). 

A ativação do sistema imune inato depende do reconhecimento 
imediato de padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs, do 
inglês, pathogen associated molecular patterns) ou por proteínas de 
reconhecimento de padrão molecular (PRPs, do inglês, pattern-
recognition proteins). Em crustáceos, estas moléculas podem estar na 
hemolinfa ou na superfície dos hemócitos. Após o reconhecimento, os 
hemócitos se ativam e desencadeiam uma série de respostas 
imunológicas como reações celulares e a produção e liberação de 
moléculas imuno-efetoras que levam à degradação dos agentes 
infecciosos (BARRACO; PERAZZOLO; ROSA, 2008). 

A atividade da enzima pró-fenoloxidase (PO) também é um 
parâmetro bastante utilizado em ensaios imunológicos em camarões, 
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indicador da situação do sistema de defesa frente a adversas condições 
ambientais, fisiológicas e de sanidade (LE MOULLAC; HAFFNER, 
2000; SONG et al., 2003).  

A forma PO é uma oxidoredutase que catalisa duas reações 
sucessivas: a primeira, de hidroxilação de um monofenol a-difenol 
(atividade monofenoloxidásica) e, a segunda, de oxidação do -difenol a -
quinona (atividade difenoloxidásica).  A produção de o-quinonas resulta 
na síntese de melanina através de uma cascata de reações químicas 
intermediárias, sendo a maioria espontânea, não mediada por enzimas.  
A produção de quinonas leva também à esclerotização da cutícula dos 
camarões, fenômeno essencial nos períodos de muda (SÖDERHÄLL; 
CERENIUS, 1998). A melanização ocorre também durante a 
cicatrização de ferimentos em crustáceos, quando os hemócitos migram 
para o epitélio lesado e formam um tampão celular até que a nova 
cutícula seja reconstituída (CERENIUS; SÖDERHALL, 2004; 
BARRACO; PERAZZOLO; ROSA, 2008). 

Em relação ao papel imunológico do sistema proPO, sabe-se que 
esta via gera transitoriamente moléculas altamente tóxicas, como as 
quinonas, hemiquinonas e radicais livres como as próprias ROIs, uma 
vez que ocorre consumo de oxigênio molecular e que leva a destruição 
dos patógenos invasores (BARRACO; PERAZOLLO; ROSA, 2008).  O 
pigmento escuro e insolúvel melanina parece terem uma atividade 
fungistática (Cerenius e Söderhäll, 2004), podendo ainda funcionar 
como scavenger de radicais livres (Nappi e Vass, 1993; Nappi e 
Ottaviani, 2000), minimizando assim os efeitos deletérios destas 
moléculas altamente tóxicas para o organismo do hospedeiro.  Contudo, 
deve ser salientado que a melanina, per se, não é a molécula 
imunoefetora mais importante durante a ativação do sistema proPO, 
sendo os compostos citotóxicos intermediários os mais efetivos (NAPPI; 
VASS, 1993).  Assim sendo, a melanização representa, mais 
especificamente, o final de um potente processo imunoefetor. 

Apesar de apresentar um rico arsenal imunológico compondo seu 
sistema imune, os camarões estão muito sujeitos a enfermidades nos 
cultivos. A busca por alternativas para melhorar a imunocompetência 
destes camarões desponta como uma alternativa interessante, uma vez 
que estes não podem ser vacinados (CANTELLI, 2009).  

Diversos estudos demonstram que o fornecimento de substâncias 
imunoestimulantes aos camarões pode melhorar os seus índices 
imunológicos, resultando em uma maior resistência à infecção por 
patógenos (WANG; XU; XIA, 2005, HUANG, ZHOU, ZHANG, 2006). 
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2.3 Imunoestimulantes 
 

Segundo Bricknell e Dalmo (2005), os imunoestimulantes são 
importantes ferramentas com potencial para utilização na aquicultura 
como forma de minimizar perdas devido às doenças que acarretam 
prejuízos ao produtor. O imunoestimulante é um composto que modula 
o sistema imune aumentando a resistência do hospedeiro contra doenças 
que na maioria das circunstâncias são causadas por patógenos.  

A imunoestimulação em crustáceos é profilática, promovendo 
uma ação no sistema imunológico não especifico, ativando ou 
melhorando a vigilância e a reação contra ameaças de patógenos 
(SMITH; BROWN; HAUTON, 2003).  

Segundo Skjermo et al. (2006), estimular o sistema de defesa não 
especifico melhora o crescimento e a resistência a doenças, além de ser 
potencial medida para aumentar o controle microbiano em produções 
juvenis de peixes marinhos, crustáceos e moluscos. 

O desejável numa imunoestimulação seria poder potencializar as 
defesas naturais do camarão sem custo fisiológico importante, elevando, 
por exemplo, o número de células imunológicas (hemócitos) e 
modulando os níveis das moléculas imunoefetoras e imunoreguladoras, 
de tal forma a deixar os animais numa condição ótima de 
imunocompetência para reagir com eficiência a uma eventual invasão 
por patógenos (BARRACC0; PERAZZOLO; ROSA, 2008). 

Os imunoestimulantes são usualmente utilizados nos cultivos de 
camarões sob forma de banho (imersão dos animais), ou como 
suplemento na dieta, ou mais raramente sob forma de injeção 
(aparentemente mais eficaz) (BARRACO; PERAZOLLO; ROSA, 
2008).  
A vantagem da administração oral fica por conta do controle da dose 
administrada aos animais bem como na facilidade do manejo. 

Uma variedade de polissacarídeos, de diversas fontes, pode ter 
habilidade de enriquecer o sistema imunológico, porem, os mais ativos 
são as β-(1,3)-glucanas, algumas vezes referenciadas como β-(1,3; 1,6)-
glucanas, ou laminaranas (BOHN; BeMILLER, 1995).  

Nos últimos anos cresceu o interesse científico na investigação e 
identificação de compostos oriundos de algas, com atividade biológica e 
aplicabilidade em vários ramos da ciência. Dentre estes compostos, os 
polissacarídeos extraídos de algas marinhas. Essas substâncias têm sido 
cada vez mais utilizadas na aquicultura, devido à grande variedade de 
parasitas, fungos, bactérias e vírus que afetam a produção dos 
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organismos aquáticos, causando grandes perdas econômicas 
(BOISSON-VIDAL, 1995; TINMAN; KELVIN; CARVALHO-FILHO, 
2000). 
 
2.4 As microalgas como fonte de compostos bioativos 
 

As microalgas constituem um grupo de organismos microscópios 
fotossintetizantes com ampla distribuição no globo terrestre e elevada 
relevância ecológica (DERNER, et al., 2006). Possuem diversos usos e 
aplicações sob diferentes áreas da ciência (PULZ; GROSS, 2004).  

A partir da década de 1950 as microalgas começaram a ser 
utilizadas como fonte de alimento e de substâncias biologicamente 
ativas. Em 1960 seu uso foi levado à escala comercial com o gênero 
Chlorella e a partir de 1970 as microalgas foram destinadas à 
aquicultura, além de outros fins biotecnológicos (SPOLAORE et al., 
2006).  

As microalgas possuem aplicações biotecnológicas em distintas 
áreas, podendo ser utilizada tanto a biomassa algal, seca ou úmida, para 
nutrição humana e animal, aquicultura e indústrias de biofertilizantes, 
como os produtos extraídos dela (PULZ; GROSS, 2004).  

Para suprir as necessidades comerciais, o cultivo de microalgas 
está crescendo gradativamente no mundo inteiro, e tem sido realizado 
em larga escala, em sistemas fechados de produção fotossintética de 
biomassa, denominados fotobiorreatores; sistemas fechados de produção 
por nutrição heterotrófica, denominados fermentadores; ou em tanques, 
sistemas chamados “abertos” (LOURENÇO, 2006).  

Estes microrganismos podem ser considerados relativamente de 
fácil cultivo, apresentando rápido crescimento e tolerância a fatores 
extremos (BORGES et al., 2007).  

Na alimentação humana e animal, as microalgas representam uma 
fonte suplementar de proteínas, carboidratos, ácidos graxos de elevada 
importância, como os da família ômega 3 e ômega 6, pigmentos 
naturais, como os carotenoides, vitaminas, entre outras substâncias 
capazes de enriquecer o valor nutricional dos alimentos e produzir 
efeitos promotores de saúde como melhora nas respostas imunes, 
fertilidade e melhor controle de peso (SPOLAORE et al., 2006; 
DERNER et al., 2006). As microalgas apresentam ainda atividades 
probióticas e imunomodulatórias, além de respostas de melhora na 
saúde e aparência externa dos animais (PULZ; GROSS, 2004; 
SPOLAORE et al., 2006). 
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Considerando os aspectos relacionados à cadeia alimentar, as 
microalgas são de fundamental importância na aquicultura e 
especialmente na maricultura (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004; 
BERTOLDI; SANT`ANNA; OLIVEIRA., 2008). Representam 
importante fonte primária alimentar e aditivo na produção comercial de 
muitos organismos aquáticos, entre eles, larvas, juvenis e adultos de 
várias espécies de crustáceos, moluscos e peixes (BOROWITZA, 1997; 
BROWN et al. 1997). São importantes como fonte de alimentação direta 
e indireta na larvicultura (BECKER, 2008).  

Outra função das microalgas na aquicultura é estabilizar e 
proporcionar melhoria na qualidade da água de cultivo, através da 
absorção de produtos nitrogenados tóxicos (amônia e nitrito) 
(LOURENÇO, 2006; BORGES et al., 2007). 

A ação de alguns componentes bioquímicos excretados pelas 
microalgas nos meios de cultura, como efeitos probióticos, estimulação 
da imunidade e combate a bactérias patogênicas têm sido sugeridos, 
embora não eficientemente entendidos (SPOLAORE et al., 2006).  

Existem evidências de que a ingestão de pequenas quantidades de 
biomassa microalgal pode afetar positivamente a fisiologia de animais 
aquáticos cultiváveis, auxiliando o sistema imunológico (BELAY, 
1993). 

A riqueza e a diversidade de espécies de microalgas presentes no 
ambiente aquático fazem com que seja grande a variedade de compostos 
químicos que podem ser extraídos desses organismos (PULZ; GROSS, 
2004; LOURENÇO, 2006). Dentre estes produtos naturais, poucos são 
os estudos que identificam os polissacarídeos de microalgas, 
principalmente no que diz respeito à sua estrutura química fina, como 
tipo de ligações e grau de ramificações. Fatores que variam entre os 
diferentes grupos de microalgas e que podem influenciar as atividades 
biológicas de interesse destes compostos. 

 
 
2.5 A microalga Porphyridium cruentum (RHODOPHYTA)  
 

A microalga marinha Porphyridium cruentum (Figura 1) pertence 
à divisão Rhodophyta e é o único gênero de microalgas pertencente a 
esta divisão (LOURENÇO, 2006).  
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Figura 2 - Porphyridium cruentum (UTEX, 2013). 

 
A parede celular de Porphyridium sp. É constituída por um 

polissacarídeo com uma parte solúvel que difunde no meio 
(exopolissacarídeo-EPS) produzido massivamente na fase estacionária 
de crescimento e que confere um aspecto gelatinoso a biomassa, e por 
uma parte que permanece ligada à parede celular (ARAD; ONTMAN, 
2010; GERESH et al., 2009).  

Os exopolissacarídeos protegem as algas contra dessecação, 
temperatura, PH, salinidade e mudanças extremas de ambiente. Já 
bastante explorado quanto à estrutura, físico-química e atividades 
biológicas, o exopolissacarídeo de Porphyridium sp têm uma estrutura 
química proposta por GERESH et al. (2009), sabe-se que são polímeros 
aniônicos constituídos principalmente por L-Gal, D-Glc, D-Xyl, D-GlcA 
relação molar 1,0: 1,1: 2,1: 0,2, além de aproximadamente 10 % de 
grupos sulfato ligados à posição O-6 da D-Gal.  

Os polissacarídeos isolados principalmente de microalgas 
vermelhas, como a Porphyridium sp., Porphyridium aerugineum têm 
mostrado atividade promissora contra uma ampla variedade de vírus.  

Em geral os polissacarídeos que exibem atividade antiviral são 
altamente sulfatados e possivelmente o seu efeito inibitório seja 
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consequência da interação entre cargas negativas presentes nos 
polissacarídeos e as cargas positivas na superfície do vírus ou da célula 
do hospedeiro (HUHEIHEL et al., 2001).  

Já foram descritas atividades contra os vírus HIV, HSV e 
Varicela, principalmente in vitro e já foram realizados estudos in vivo, 
entretanto não foi elucidado ainda o mecanismo exato de ação destes 
polissacarídeos (HUHEIHEL et al., 2001).  

Estudos sobre o potencial efeito imunoestimulante deste 
polissacarídeo, sobre o sistema imune de camarões, são importantes 
porque podem representar uma alternativa para aumentar a resistência e 
prevenir as enfermidades nestes animais. 
  
2.6 A atividade imunomoduladora dos polissacarídeos 
 

Polissacarídeos são macromoléculas naturais de ocorrência quase 
universal nos organismos vivos. Atuam em funções reconhecidas como 
esquelética na parede celular, de reserva alimentar, de proteção, entre 
outras, podendo ser definidos como polímeros formados por unidades 
simples monossacarídicas, ligadas por ligações glicosídicas 
(ASPINALL, 1970). 

Os polissacarídeos encontrados nas algas podem ser armazenados 
como material de reserva, estes em geral são constituído principalmente 
por glucose (glucanas), ou ainda estrutural, os quais apresentam diversos 
padrões estruturais de ligações glicosídicas, ramificações e composição 
monossacarídica (SPOLAORE, 2006).  

Dentre as glucanas encontradas em algas, existem variações 
quanto à estrutura e a conformação de sua cadeia. Nas macroalgas as 
mais comuns são as β-1,3 glucanas conhecidas como laminaranas. Para 
a maior parte das microalgas é mais comum identificar a presença de 
unidades de glucose α-1,4 ligadas, denominadas amilopectina ou 
amilose, dependendo da presença ou não de ramificações, porém alguns 
grupos apresentam unidades de glucose β-(1à3) ligadas, conhecidas 
como crisolaminaranas, com diversas variações na estrutura da cadeia 
principal e das ramificações (GRANUM; MYKLESTAD, 2002; 
FRANCESCHINI et al., 2010). 

Para ambas (macroalga e microalga), a composição do 
carboidrato, especialmente seu conteúdo de glucose, pode variar de 
acordo com fatores ambientais, e o período de crescimento (RIJSSEL et 
al., 2000).  
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Com relação às macroalgas, a administração de extratos de varias 
espécies também tem sido reportados como forma de aumentar a 
resistência de diversas espécies de peixes e camarões sob infecções 
bacterianas. O efeito imunoestimulatório de polissacarídeos de 
macroalgas foi amplamente estudado em peixes por Dalmo (1996) e 
Sakai (1999) e para camarões marinhos por SUNG, KOU E SONG 
(1994).  Por serem explorados há mais tempo, os polissacarídeos de 
macroalgas possuem mais relatos na literatura em comparação aos 
relatos sobre este mesmo composto, encontrados para microalgas. 

De acordo com Dalmo (1996), os peixes tratados com laminarana 
apresentaram aumento na produção de ânion superóxido em seus 
leucócitos, além de elevação na atividade da fosfatase nas células do 
rim. A laminarana também apresentou resultados positivos como 
aumento na sobrevivência em infecções bacterianas experimentais.  
Farias (2000), encontrou atividade anticoagulante em peixes conferida 
pelos polissacarídeos sulfatados extraídos das macroalgas: Cladophora 
vagabunda, Caulerpa sertularioides, Gelidiopsis gracilis, Champia 
feldmannii e Botryocladia occidentalis. 
Rebouças (2002) suplementaram a dieta de pós-larvas de tilápias do 
Nilo (Oreochromis niloticus) com diferentes dosagens do polissacarídeo 
sulfatado da macroalga vermelha Botryocladia occidentalis, sendo 
observado um aumento significativo no peso final dos peixes em uma 
determinada dose. 

Farias et al. (2004) demonstraram que a incorporação dos PS da 
macroalga marinha vermelha Botryocladia occidentalis na ração de 
tilápias, ministrada por 28 dias, durante a fase de reversão sexual, 
resultou em um aumento significativo no ganho de peso desses peixes. 

Sung, Kou e Song (1994), em experimento realizado com 
Penaeus monodon, encontraram alta porcentagem de sobrevivência dos 
mesmos contra Vibrio vulnificus após os 18 dias de desafio, quando 
alimentados com um suplemento de 1,3 β-glucano em relação à dieta 
controle, sem suplementação com 1,3 β-glucano.  

Uma solução de laminaranas extraídas da macroalga marrom 
Laminaria digitata aumentou a liberação de ânion superóxido de 
camarões da espécie Litopenaeus vannamei (CAMPA-CORDORA et 
al., 2002).  

Chang et al. (2003) utilizando a mesma espécie de camarão 
demonstrou que a suplementação de β-glucano na dieta na concentração 
de 10 g/kg, durante 20 dias, aumentou significativamente a 
sobrevivência após desafio com o vírus da síndrome da mancha branca.  
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Lopez et al. (2003), avaliando o efeito da suplementação de 
diferentes níveis de β-glucano e vitamina C para o camarão marinho, 
Litopenaeus vannamei, em resposta ao estresse, observaram aumento da 
resistência, ressaltando que tanto o β-glucano quanto a vitamina C agem 
por meio de diferentes vias de resposta ao estresse.  

Em outro estudo, o polissacarídeo sulfatado fucoidana, extraído 
da macroalga marinha parda Sargassum polycystum, reduziu o impacto 
causado pela infecção com o vírus da mancha branca (WSV) no 
camarão Penaeus monodon (CHOTIGEAT et al., 2004). Os autores 
reportaram que após a inclusão do fucoidana na dieta dos camarões foi 
observado um aumento significativo nas taxas de sobrevivência dos 
animais infectados. Além disso, o extrato bruto do fucoidana foi ainda 
capaz de inibir o crescimento de três bactérias Gram-negativas: V. 
harveyi, Staphylococcus aureus e E. coli (CHOTIGEAT et al., 2004).  

Os polissacarídeos sulfatados da macroalga Botryocladia 
occidentalis também foram utilizados em pós-larvas do camarão L. 
vannamei, submetidos aos agentes estressores, na forma de banhos de 
imersão (BARROSO, 2005) e incorporados na ração de camarões L. 
vannamei infectados com o Vírus da Mionecrose Infecciosa (IMNV) 
(COSTA et al., 2006), sendo observado, em ambos os casos, um 
aumento significativo da sobrevivência dos indivíduos. 

YEH et al., (2006) analisaram que a administração de extrato 
aquoso obtido a quente da espécie de macroalga Sargassum duplicatum, 
tanto por imersão quanto injeção, aumentou a habilidade imune do 
camarão L. vannamei. 

Huang; Zhou e Zhang (2006) reportaram que o uso oral de 
polissacarídeo sulfatado extraídos da macroalga marinha parda 
Sargassum fusiforme no camarão Fenneropenaeus chinensis, infectado 
com V. harveyi, resultou em uma maior resistência destes animais à 
infecção por esta bactéria patogênica.  

Os polissacarídeos sulfatados de microalgas também apresentam 
atividade imunoestimulante. Como exemplo, pode ser citada a atividade 
imunoestimulante dos polissacarídeos sulfatados extraídos de uma 
cianobactéria, Cyanothece sp. a qual foi demonstrada por Campa-
Cordova et al. (2002). Os autores demonstraram que banhos de imersão 
com estes polissacarídeos promoveram um aumento na atividade da 
enzima superóxido dismutase e na produção do ânion superóxido. 

Segundo Lee et al. (2003), o camarão Penaeus merguiensis, teve 
sua resistência aumentada, quando foi alimentado com ração contendo a 
microalga cianofícea Spirulina platensis, devido à ativação da atividade 
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fagocitária dos hemócitos contra quatro bactérias estudadas: Vibrio 
harveyi, Escherichia coli, S. typhimurium, B. subtilis. De acordo com os 
autores, esta atividade imunoestimulante está relacionada à presença de 
lipopolissacarídeos e peptídeoglicanos na microalga S. platensis. 

SKJERMO et al., (2006) isolou um polissacarídeo de reserva da 
diatomácea marinha Chaetoceros mulleri e testou-o na alimentação de 
larvas do peixe Gadus morhua observando maiores taxas de 
sobrevivência, crescimento e peso nos organismos que receberam o 
tratamento.  
 
JUSTIFICATIVA 
  
 Um dos principais problemas em aquicultura são as perdas 
associadas à ocorrência de enfermidades, as quais podem ser vistas 
como uma interação complexa entre hospedeiro, patógeno e ambiente. O 
ambiente de animais aquáticos é abundante em patógenos, sendo que a 
transmissão de doenças é extremamente fácil, especialmente em 
condições de altas densidades. Em muitas situações, o ambiente e o 
hospedeiro podem divergir fortemente das condições ideais. Em 
situação de desequilíbrio, os camarões são expostos a agentes 
estressores, reduzindo sua resposta imunológica, o que é determinante 
para o surgimento de enfermidades. Nestas circunstâncias, os camarões 
podem sofrer injúria por patógenos, levando os indivíduos à debilitação 
ou morte (LE MOULLAC; HAFFNER, 2000). 
 A redução do estresse inclui ações de administração, higiene, 
nutrição, densidades adequadas e qualidade de água; já o controle da 
doença depende de três fatores: diagnose, tratamento e medidas 
preventivas (VAN DE BRAAK, 2002).  
 A ocorrência de doenças como o a mancha branca e o vírus da 
mionecrose infecciosa (IMNV), associados à acusação de dumping feita 
pelos Estados Unidos da América, rebaixaram o posto brasileiro de líder 
americano na produção de camarão, em 2003, para um pouco atrativo 3° 
lugar, precedido pelo México e Equador. Além disso, o Brasil perdeu a 
liderança mundial em termos de produtividade, com perdas na produção 
na ordem de 40 mil toneladas entre o período de 2003 a 2005 
(SEIFFERT et al., 2006).  

Portanto, o uso de substâncias capazes de melhorar o desempenho 
zootécnico e a imunocompetência dos camarões, em paralelo a um bom 
manejo do cultivo, desponta certamente como uma ferramenta 
promissora na busca de uma maior proteção imunológica contra a 
ocorrência de enfermidades. Existe uma real necessidade de se 
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maximizar a imunocompetência de camarões em criação, minimizando 
o uso de agentes terapêuticos químicos, como antibióticos, que 
contaminam o pescado e o ambiente, além de induzir o aparecimento de 
microrganismos resistentes (BARRACO, PERAZZLO, ROSA, 2008). 
 Os polissacarídeos de várias origens são descritos como 
substâncias imunomoduladoras em vertebrados, sendo que a microalga 
Porphyridium cruentum produz um exopolissacarídeo sulfatado que é 
secretado em meio de cultura. A produção deste exopolissacarídeo pode 
ser facilmente induzida através da manipulação das condições de cultivo 
desta espécie. 
 Estudos sobre a utilização de polissacarídeos de microalgas em 
camarões são escassos e abordam a utilização principalmente via banho 
de imersão, prática em que o composto é dissolvido na água de criação, 
o que impossibilita determinar com precisão o quanto da substância está 
sendo utilizada pelos animais. Desta forma, o presente estudo foi 
desenvolvido para avaliar a influência da suplementação dietética do 
extrato de polissacarídeo da microalga Porphyridium cruentum no 
ganho em peso, na atividade das enzimas digestivas, nas respostas 
imunológicas e na sobrevivência de juvenis do camarão Litopenaeus 
vannamei. 
  
OBJETIVOS 
 
Objetivo geral 
 
 Avaliar o efeito da suplementação dietética dos polissacarídeos 
sulfatados (PS), extraído da microalga Porphyridium cruentum, sobre 
juvenis de Litopenaeus vannamei. 
 
Objetivos específicos 
 

• Determinar se a suplementação dietética com o extrato bruto de 
polissacarídeos sulfatados da microalga Porphyridium 
cruentum afeta o ganho em peso e a sobrevivência do camarão. 

• Estabelecer a concentração de polissacarídeos sulfatados mais 
adequada para a suplementação na ração. 

• Determinar se as diferentes concentrações de polissacarídeos 
sulfatados provocam alterações no perfil de distribuição das 
enzimas digestivas do camarão. 
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• Determinar se a suplementação dietética com o extrato bruto de 
polissacarídeos sulfatados causa alterações nos parâmetros 
imunológicos contagem total de hemócitos (CTH) e atividade 
da fenoloxidase (PO), antes e após desafio com a bactéria 
Vibrio alginolyticus. 

• Determinar a sobrevivência, após desafio com Vibrio 
alginolyticus, em camarões que consumiram ração 
suplementada com os polissacarídeos sulfatados.  

 
FORMATAÇÃO DOS ARTIGOS 
 
 A tese está dividida em três capítulos. O primeiro referente à 
revisão bibliográfica e os demais correspondentes a dois artigos. O 
primeiro artigo está formatado segundo as normas da revista 
Aquaculture Nutrition e o segundo, da revista Aquaculture. 
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RESUMO 
 
O extrato bruto de polissacarídeos, extraído da microalga Porphyiridium 
cruentum, foi suplementado em diferentes concentrações (0%, 0,5%, 
1%, 1,5% e 2,0%) a uma dieta comercial e fornecido a juvenis de 
Litopenaeus vannamei (6,6 ±0,2 g). Os camarões (n=2000) foram 
alimentados ad libitum, durante 30 dias, em tanques circulares com 12 
m2 de área de fundo (100 camarões por tanque), água oceânica 
(salinidade 33), variáveis ambientais (temperatura, oxigênio dissolvido, 
fotoperíodo e níveis de amônia total) controladas. A suplementação de 
1% foi o responsável pelo maior ganho em peso 7,28g em 30 dias. A 
composição corporal não foi afetada pela suplementação, assim como a 
sobrevivência. Entretanto, verificou-se um deslocamento da atividade 
das enzimas digestivas do hepatopâncreas para as porções anterior e 
média do intestino nas suplementações com até 1% de polissacarídeo, o 
que pode contribuir para uma melhor eficiência digestiva. Acima de 
1,5% de suplementação a atividade das enzimas digestivas foi deslocada 
para a porção final do intestino local onde não há absorção de nutrientes, 
levando a crer que nutrientes e enzimas digestivas foram perdidos 
através das fezes. Considerando-se as doses testadas, sugere-se uma 
faixa de suplementação do extrato de polissacarídeos entre 1% e 1,5%, 
para aumentar o ganho em peso e otimizar a atividade das enzimas 
digestivas nos intestinos dos camarões juvenis de L. vannamei.  
 
Palavras-chaves: Litopenaeus vannamei, polissacarídeos, Porphyridium 
cruentum, ganho em peso, enzimas digestivas. 
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ABSTRACT 
 
The crude polysaccharide extracted from microalgae Porphyiridium 
cruentum, was supplemented with different concentrations (0%, 0.5%, 
1%, 1.5% and 2.0%) to a commercial diet and provided to juvenile 
Litopenaeus vannamei (6.6 ± 0.2 g). Shrimps (n = 2000) were fed ad 
libitum for 30 days in circular tanks with 12 m2 of bottom area (100 
shrimp per tank), oceanic water (salinity 33), environmental variables 
(temperature, dissolved oxygen, photoperiod and levels of total 
ammonia) controlled. Supplementation of 1% was responsible for the 
biggest gain in weight 7.28 g in 30 days. Body composition was not 
affected by supplementation, as well as survival. However, there was a 
shift in the activity of digestive enzymes from the hepatopancreatic to 
anterior and medial portions of the intestine to the supplementation with 
1% polysaccharides, which might contribute to a better digestive 
efficiency. Above 1.5% supplemental digestive enzyme activity was 
shifted to the final portion of the intestine where there is absorption of 
nutrients, leading to believe that nutrients and digestive enzymes were 
lost through faeces. Considering the doses tested, we suggest a range of 
polysaccharides extract supplementation between 1% and 1.5%, to 
increase weight gain and optimize the activity of digestive enzymes in 
the intestines of juvenile shrimp L. vannamei. 
 
Keywords: Litopenaeus vannamei, polysaccharides, Porphyridium 
cruentum, weight gain, digestive enzymes.  
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INTRODUÇÃO 
 

Pesquisas com o uso de dietas preparadas artificialmente com 
alimentos funcionais, os quais têm a capacidade de atuar na saúde dos 
organismos cultivado e resistência ao estresse e agentes causadores de 
doenças assumem grande importância (GATLIN 2002). 

Os aditivos ou suplementos alimentares utilizados na aquicultura 
com o objetivo de melhorar o desempenho zootécnico e a sanidade dos 
animais podem ser imunonutrientes, imunoestimulantes, probióticos e 
prebióticos (GATLIN, 2006). 

Segundo Bricknell e Dalmo (2005), os imunoestimulantes são 
importantes ferramentas com potencial para utilização na aquicultura 
como forma de minimizar perdas devido às doenças. 

A administração destes compostos imunoestimulantes como 
suplemento dietético apresenta vantagens já que pode ser ministrado 
simultaneamente para uma grande quantidade de indivíduos, prevenindo 
o estresse resultante do manejo dos animais (Smith, 2003).  

Segundo SKJERMO et al. (2006), estimular o sistema de defesa 
não especifico melhora o crescimento e a resistência a doenças alem de 
ser potencial medida para aumentar o controle microbiano em produções 
juvenis de peixes marinhos, crustáceos e moluscos. 

Nos últimos anos cresceu o interesse científico na investigação e 
identificação de compostos biologicamente ativos oriundos de algas, 
dentre estes compostos, os polissacarídeos. Essas substâncias têm sido 
cada vez mais utilizadas na aqüicultura como imunoestimulantes, devido 
à grande variedade de parasitas, fungos, bactérias e vírus que afetam a 
produção dos organismos aquáticos, causando grandes perdas 
econômicas (BOISSON-VIDAL, et al., 1995; TINMAN et al., 2000). 

Apesar das vantagens citadas acima, a inclusão de um ingrediente 
novo, mesmo em pequenas quantidades, pode provocar a inibição da 
atividade de algumas enzimas e a diminuição do ganho em peso (Lemos 
et al., 2004). Portanto, o estudo do comportamento das enzimas 
digestivas é um ponto relevante para a compreensão do mecanismo de 
digestão de qualquer nutriente incluído ou suplementado na dieta (Le 
Moullac et al., 1997; Almeida Neto, 2011), sendo uma alternativa para 
indicar o estado nutricional dos animais (Melo 2004).  

Em geral os peneídeos adaptam-se muito bem a mudanças na 
composição da dieta por indução de enzimas digestivas sintetizadas e 
secretadas no hepatopâncreas (Le Moullac et al, 1997). Esta adaptação 
da atividade enzimática ao conteúdo nutricional da dieta também foi 
descrito por Delgado et al. (2003) e Devakaran et al. (2004) em 
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experimentos com grupos de camarões Litopenaeus vannamei 
submetidos a dietas com diferentes composições.   

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementação 
dietética com diferentes concentrações de extrato bruto de 
polissacarídeos sulfatados da microalga Porphyridium cruentum sobre a 
sobrevivência, ganho em peso, e a atividade das enzimas digestivas de 
juvenis do camarão L.vannamei. 
 
MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Obtenção do extrato bruto de polissacarídeos  
 

O extrato bruto de polissacarídeos foi extraído com uma solução 
de papaína bruta (30 mg mL-1) em 250 mL de tampão acetato de sódio 
0,1 M (pH 5,0) contendo EDTA 5 mM e cisteína 5 mM (AcNa) a partir 
de 5 g. Em seguida, o material foi filtrado e após centrifugação (7.965 × 
g; 20 min.; 10 °C), os PS presentes na mistura foram concentrados por 
precipitação com 16 mL de cloreto cetilpiridinio (CCP) 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 após uma precipitação com 
etanol absoluto (24 h; 4 °C), o material foi lavado com etanol 80% (200 
mL; 2 ×), etanol absoluto (200 mL; 1 ×) e seco em estufa durante 24 
horas a 60 °C (FARIAS et al., 2000). 
 
Preparação das dietas 
 
 Diferentes concentrações de extrato de polissacarídeos da 
microalga Porphyridium cruentum (0,5%, 1,0 %; 1,5% e 2,0%) foram 
adicionadas a uma ração comercial para camarão marinho (Guabi®, 40% 
de proteína bruta e 7,5% de extrato etéreo). A ração foi triturada 
separada em lotes de 5kg e cada lote recebeu a uma suplementação 
referente às concentrações acima especificadas. Os lotes suplementados 
foram misturados 1 a 1 por 15 minutos em misturador modelo Y. Em 
seguida a mistura seca foi colocada em uma batedeira onde foi 
adicionada água morna em quantidade suficiente para que uma massa 
consistente fosse formada.  Na sequência a massa foi extrusada em um 
moedor elétrico de carne e os péletes formados foram secos em estufa 
com circulação de ar a 60°C por 24 h, embalados em sacos plásticos e 
armazenados a 4°C. O lote de ração sem adição de extrato bruto de 
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polissacarídeo (0%), que serviu como controle, foi submetido aos 
mesmos procedimentos das demais.  
 
Material biológico e condições experimentais 
 

Um total de 2.000 juvenis de camarão branco Litopenaeus 
vannamei com peso inicial de 6,6 ± 0,2 g, camarões SPF (specific 
pathogen free ou livre de patógenos), foram distribuídos aleatoriamente 
em 20 tanques de fibra de vidro (12 m2 fundo, quatro tanques por 
tratamento, 100 camarões por tanque). As cinco dietas experimentais 
foram designadas aleatoreamente a quatro tanques. Durante 30 dias, os 
camarões foram alimentados duas vezes ao dia, às 10:00 h e às 17:00 h. 
Em todos os tratamentos os camarões foram alimentados à vontade. A 
renovação diária da água dos tanques foi realizada às 8 h e às 14 h, 
correspondendo a 50% do volume total de cada tanque.  

As variáveis ambientais foram monitoradas durante o 
experimento, o oxigênio dissolvido, a temperatura e a salinidade foram 
medidas duas vezes ao dia (oxímetro YSI 55 e refratômetro YSI 30, 
respectivamente). A amônia total (NH3 + NH4

+) foi analisada a cada 10 
dias imediatamente após a coleta em espectofotômetro LAMOT (smart 
espectro 2000). As amostras foram previamente filtradas com 
microfiltros de acetato celulose com porosidade 0,45µm (Sartorius). As 
análises foram realizadas de acordo com Strickland e Parsons (1972). 

Biometrias foram realizadas a cada dez dias para acompanhar o 
ganho em peso dos animais. Os animais coletados para biometria não 
eram devolvidos ao tanque, mas sim dissecados para remoção dos 
intestinos e determinação das atividades enzimáticas. Ao final de 30 
dias, as seguintes variáveis foram calculadas: 
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Coleta de tecidos para ensaios enzimáticos 
 
 Para remoção dos intestinos e hepatopâncreas, os camarões ainda 
vivos eram colocados no gelo e em seguida eram dissecados em solução 
salina gelada (250 mM NaCl). As amostras de intestino foram divididas 
em três seções (anterior, média e posterior). O hepatopâncreas e as 
secções do intestino foram homogeneizados com 1 e 2 mL de água fria 
duplamente destilada, respectivamente, utilizando-se um 
homogeneizador Potter-Elvehjem. Os tecidos homogeneizados foram 
centrifugados a 10.000 g durante 30 min a 4°C, sendo que os 
sobrenadantes e os sedimentos foram utilizados para os ensaios 
enzimáticos.  
 
Condições dos ensaios enzimáticos e determinação de 
proteínas 
 
  As atividades sobre celobiose (20 mM), maltose (10 mM) e 
sacarose (20 mM) foram determinadas  através da medição da liberação 
de glicose de acordo com o método de Dahlqvist (1968). As atividades 
sobre rafinose  (20 mM) e amido gelatinizado  (0,5%, w v-1) foram 
medidas  por meio da determinação do poder redutor no meio, de acordo 
com o método de Noelting e Bernfeld (1948). Todos os ensaios para 
carbohidrases foram realizados em tampão citrato-fosfato 50 mM, pH 
5,2, exceto para α-amilase, em que foi utilizado tampão acetato de sódio 
50 mM, pH 5,2, contendo  NaCl 20 mM e  de CaCl2 2 mM. 
            A atividade das proteinases total foi determinada usando como 
substrato a proteína  azoalbumina. Os ensaios usando 
azoalbumina  foram adaptados a partir de um método previamente 
descrito por Lemos et al. (1990). Extratos (100 µL por ensaio) foram 
incubados com 100 µL de uma mistura de substrato de 1% (w v-1) em 
tampão fosfato 100 mM, pH 7,5. A proteólise foi terminada pela adição 
de 50 µL de ácido tricloroacético 30% (w v-1) e a reação foi incubada 
durante 15 min em gelo. O substrato precipitado foi removido por 
centrifugação durante 5 min a 7000 x g à temperatura ambiente. A 
alíquota de 100 µL do sobrenadante foram adicionados 100 µL de 
solução de NaOH 2N e a absorbância foi lida a 440 nm. 
            A hidrólise de derivados de p-nitroanilida  N-succinil-Alanil–
Alanil-Prolil-Phenilalanil-p-nitroanilida (SAAPF-pNA) e N-a-benzoil-
L-Arginil-p-nitroanilida (BAPNA) foram ensaiados pela liberação de p-
nitroanilina, que absorve no máximo a 410 nm (Erlanger et al., 1961). 
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Os ensaios utilizaram 50 µL de quatro  substratos  2 mM, 50 µL 

de fontes de enzima, e 100 µL  de tampão fosfato 100 mM, pH 7,5, com 
ou sem inibidores. A reação foi terminada por adição de 100  µL de  de 
ácido acético 30% (v v-1), sendo a absorbância lida a 410 nm. 
            Todos os ensaios foram realizados a 30°C. Os tampões (50 mM) 
utilizados na determinação do pH óptimo foram: acetato de sódio, 
citrato de sódio-fosfato, tampão Tris-HCl, com valores de pH que 
variam de 3 a 9, com intervalos de 0,2 unidades de pH. As incubações 
foram efetuadas durante pelo menos quatro períodos de tempo diferentes 
e as velocidades iniciais de hidrólise foram calculadas. Uma unidade de 
enzima foi definida como a quantidade de uma enzima que catalisa a 
clivagem de 1  µmol de substrato min-1. Pequenas quantidades de 
enzimas foram expressas em miliunidades (mU). 
            A concentração de proteína foi determinada de acordo com o 
método de Smith et al. (1985), modificado por Morton e Evans (1992), 
utilizando soro albumina bovina como padrão. 
 
 
Análise estatística 
 

O delineamento experimental usado foi o inteiramente 
casualizado, com cinco níveis de suplementação de extrato de 
polissacarídeo (0%, 0,5%, 1,0%, 1,5% e 2,0%) e quatro repetições para 
cada tratamento. Os dados de ganho em peso, composição corporal e a 
sobrevivência foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e, 
quando necessário, foi aplicado o teste de DUNCAN para separação das 
médias, a um nível de significância de 5%. 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Ganho em peso, sobrevivência e composição proximal do 
músculo. 
 

Durante o período experimental, a temperatura da água, 
salinidade, oxigênio dissolvido, níveis de amônia total (NH3 + NH4

+) e 
fotoperíodo foram, respectivamente, 25,9 ± 0,15°C; 33 ± 0,1; 6,0 mg L1; 
0,06 a 0,3 mg L-1 e 12 h. 
 A concentração de polissacarídeo que conferiu o melhor ganho 
em peso, aproximadamente 7,28 g em 30 dias, foi 1% (Tabela 1). A 
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sobrevivência foi elevada (90 a 97%), não diferindo significativamente 
entre os tratamentos (Tabela 1). A suplementação da dieta com o extrato 
bruto de polissacarídeo não causou nenhuma alteração importante na 
composição centesimal do músculo dos camarões, não havendo 
diferenças significativas entre as concentrações suplementadas para os 
conteúdos de proteína corporal, cinzas e umidade (Tabela 2). 
 
Tabela 1. Ganho em peso e sobrevivência de juvenis de Litopenaeus 
vannamei alimentados com dieta suplementada com diferentes 
concentrações de extrato bruto de polissacarídeo sulfatado da 
microalga Porphyridium cruentum por 30 dias.  

Dieta 
Peso final 
(g) 

Ganho em Peso 
(g) 

Sobrevivência 
(%) 

1 (0% de PS) 
12.43 ±0.3b 5,73 ±0,16b 90.7 ±7.4a 

  

2 (0.5% de PS) 
13.50 ±0.8a 6,90 ±0,39a 97.4 ±1.4a 

  

3 (1.0% de PS) 
13.80 ±0.5a 7,28 ±0,62a 94.1 ±7.9a 

  

4 (1.5% de PS) 
13.55 ±0.6a 6,73 ±0,29a 95.0 ±8.2a 

  

5 (2.0% de PS) 13.18 ±0.4ab 6,68 ±0,62ab 94.5 ±7.1a  
1
Médias em cada linha diferem pela análise de variância (P>0,05) 

 
Tabela 2. Composição centesimal do músculo do camarão branco 
após 30 dias de alimentação com dietas suplementadas com 
diferentes concentrações de extrato bruto de polissacarídeo 
sulfatado da microalga Porphyridium cruentum (g kg-1 peso úmido)1. 
 

Frações % de Suplementação 
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 

Proteína bruta 21,24 22,01 21,88 21,50 21,78 

Umidade 76,67 75,35 75,29 75,95 75,29 

Extrato etéreo 0,30 0,40 0,10 0,10 0,10 

Cinzas 1,34 1,46 1,42 1,36 1,00 
1
Médias em cada linha não diferem pela análise de variância (P>0,05). 
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A suplementação de extrato bruto de polissacarídeo sulfatado não 
afetou a sobrevivência, mas influenciou significativamente no ganho em 
peso de juvenis de camarão branco quando comparado ao controle, sem 
suplementação. A suplementação aumenta o ganho em peso na faixa de 
suplementação de 0,5% a 1,5%, mas a apartir deste ponto, diminui. Com 
esta concentração, o ganho em peso é otimizado e estimado em 7,28 g 
ao final do experimento. 

 Na literatura, o uso de polissacarídeos com a finalidade de 
otimizar ganho em peso, parâmetros imunológicos e sobrevivência de 
camarões marinhos aparece como uma das alternativas promissoras e 
viável ao nível experimental.  

Os trabalhos que descrevem o uso dos polissacarídeos, via banhos 
de imersão, relatam que esta via de administração aumenta a 
sobrevivência e a resistência dos camarões frente a desafios das mais 
diversas naturezas (estresse ambiental, infecções bacterianas, infecções 
virais), mas não apresentam resultados positivos para o ganho em peso 
principalmente porque o manejo gera estresse nos animais e o contato 
com o imunoestimulante é praticamente externo e por um curto período 
de tempo.  

Apesar do principal propósito para o uso de um imunoestimulante 
ser o aumento na resistência dos indivíduos, o incremento no ganho em 
peso é considerado um efeito bastante relevante na carcinocultura.  Em 
2005, Brincknell e Dalmo, já haviam verificado que a suplementação de 
imunoestimulantes na dieta otimizava a absorção destes compostos e 
isto se refletia no aumento do ganho em peso.  

 O uso de polissacarídeos sulfatados na dieta de camarões marinhos 
é relatado desde 1994, quando Sung, Kou e Song utilizaram β-glucanas 
como suplementação dietética para Penaeus monodom, visando o 
aumento da resistência destes animais a vibrioses. Neste estudo, os 
animais, além de apresentarem maior resistência, também apresentaram 
significativamente maior ganho, quando alimentados com dietas 
suplementadas com polisscarídeos.   

Cruz-Suárez e colaboradores (2000) verificaram que a 
suplementação da dieta com o polissacarídeo sulfatado extraído da 
macroalga Macrocytis pyrifera melhorou o crescimento de juvenis de 
L. vannamei. 

 O mesmo efeito positivo no crescimento foi observado também em 
juvenis de L. vannamei alimentados com dietas suplementadas com 
Ergosan® (Merck Animal Health, EUA), um produto comercial 
preparado a partir de polissacarídeo (ácido algínico) extraído da 
macroalga Laminaria digitata (Montero-Rocha et al. 2006). 
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 Em 2012, Zhao e colaboradores relataram o efeito benéfico no 
crescimento de camarões L.vannamei alimentados com dietas 
suplementadas com β-glucanas. Efeitos similares na melhora do 
crescimento e eficiência alimentar foram registrados para juvenis de 
Marsupenaeus japonicus, quando alimentados com dieta suplementada 
com fucoidana, polissacarídeo extraído da macroalga Undaria 
pinnatifida (Traifalgar et al, 2010).   

 

Distribuição espacial das enzimas digestivas no intestino e 
hepatopâncreas do camarão branco 
 

Determinações enzimáticas sugerem que as enzimas digestivas 
são produzidas e secretadas no hepatopâncreas e que estão distribuídos 
em um gradiente de concentração ao longo do intestino (Fig. 2). As 
atividades proteolíticas testadas são encontradas em maiores 
quantidades no hepatopâncreas e eles estão diminuindo ao longo do 
intestino médio para o intestino posterior (Fig. 2 A, Fig. 2 C e 2 D). Ao 
comparar a atividade com as concentrações crescentes de polissacarídeo 
na dieta, não houve nenhuma alteração na atividade do hepatopâncreas, 
mas sim um aumento da atividade proteolítica na sequência do intestino 
anterior aos restantes segmentos distais, o que sugere a existência de um 
carreamento de enzimas digestivas produzida no hepatopâncreas para o 
intestino. 
 Semelhante às proteinases, a distribuição das atividades 
enzimáticas sobre o amido mostrou padrões diferentes no 
hepatopâncreas e ao longo do intestino (Fig. 2 B). Vale a pena notar que 
a distribuição maior da α-amilase mostra um maior deslocamento da 
atividade ao longo do intestino, principalmente para as porções média e 
posterior do intestino, quando a concentração do polissacarídeo na dieta 
se tornar maior que 1,0%.  

A atividade em relação à maltose (Fig. 3) tem o mesmo 
comportamento do amido, formando um gradiente da enzima ao longo 
do intestino médio em resposta às doses crescentes do polissacarídeo. As 
outras atividades sobre os substratos melibiose (Fig. 3 B), sacarose (Fig. 
3 C) e celobiose (Fig. 3 D), apresentam um padrão difuso onde não é 
possível relacionar qualquer diferença na sua atividade em relação às 
doses crescentes de polissacarídeo na dieta.  

É importante notar que a atividade sobre estes substratos na 
hepatopâncreas não eram maiores em comparação com as atividades 
medidas no intestino médio. 
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Figura 3. Deslocamento da atividade das enzimas digestivas, 

proteinases (A, C, D) e α-amilase (B) no hepatopâncreas (H), 
intestino anterior (A), médio (M) e posterior (P) no camarão branco, 

quando alimentado com dietas suplementadas com níveis crescentes 

do extrato bruto de polissacarídeo sulfatado da microalga 
Porphyridium cruentum. 

 
Porções do trato digestório 
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Figura 4. Deslocamento da atividade das enzimas digestivas, 

carboidrases (A, B, C e D) no hepatopâncreas (H), intestino anterior 
(A), médio (M) e posterior (P) no camarão branco, quando 

alimentado com dietas suplementadas com níveis crescentes do 

extrato bruto de polissacarídeo sulfatado da microalga 
Porphyridium cruentum. 
 

O deslocamento da atividade enzimática frente às doses 
crescentes de extrato de polissacarídeo nos substratos testados tem uma 
implicância direta na eficiência de digestão dos nutrientes da dieta. A 
formação 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 suplementação com extrato de 
polissacaríedo, que o gradiente de enzimas pode ser mantida na maioria 
dos substratos testados até a suplementação de 1%, considerando as 
doses testadas. A partir desda concentração o gradiente passou a ser 
desfeito e o aparecimento de enzimas na parte posterior do intestino 
aumentou. O que não é desejável uma vez que na região posterior do 

Porções do trato digestório 
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intestino não há absorção de nutrientes e possivelmente estas enzimas 
sejam perdidas nas fezes. A importância da formação de um gradiente de 
enzimas ao longo do intestino pode ser mais bem compreendido quando 
levamos em consideração a existência da membrana peritrófica.  

A membrana peritrófica é uma camada acelular, semipermeável 
composta por quitina e proteínas que envolvem o bolo alimentar e 
ocorre exclusivamente no intestino médio (responsável pela maior parte 
da digestão e absorção dos nutrientes). A menbrana peritrófica delimita 
o espaço endoperitrófico (onde se encontra o bolo alimentar) do espaço 
ectoperitrófico (espaço entre a membrana peritrófica e o epitélio 
intestinal) Terra e Ferreira (1981).  

A importância desta compartimentação está no modelo de 
digestão proposto por Ferreira et al., (1990). Neste modelo o complexo 
enzima-substrato é levado com o bolo alimentar até que o substrato 
diminua de tamanho e tanto as enzimas quanto os oligômeros 
conseguem passar pelos poros da membrana peritrófica e atingir o 
espaço ectoperitrófico. Ali um contra-fluxo de fluidos empurra-os para a 
região anterior onde são absorvidos e podem entrar novamente no 
espaço endoperitrófico, reciclando as enzimas.  

De acordo com Terra (2001) este modelo de circulação endo-
ectoperitrófico aumenta a eficiência de digestão porque permite a 
reutilização de enzimas e a otimização da aquisição de nutrientes. Os 
dados obtidos para ganho em peso corroboram com o que foi encontrado 
para o comportamento das enzimas.  

Nas concentrações de suplementação com o extrato de 
polissacarídeo onde o gradiente de enzimas se manteve, o ganho em 
peso dos animais foi maior. O que sinaliza que também para os 
camarões a ocorrência da circulação ecto-endoperitrófica auxilia na 
otimização da digestão dos nutrientes da dieta.                                                                                         
 
CONCLUSÕES 
 

A suplementação da dieta com extrato de polissacarídeo da 
microalga Porphyridium cruentum mostra-se como uma alternativa 
viável para aumentar o ganho em peso do camarão branco. 
Considerando-se as doses testadas uma faixa de suplementação entre 1% 
a 1,5% deve ser considerada para maximizar o ganho em peso e para 
que o gradiente de atividade enzimática seja mantido longo do intestino. 
A relação entre a existência da circulação endo-ectoperitrófica e a 
otimização da digestão em camarões marinhos é um assunto recente e 
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pouco estudado, que demanda pesquisas adicionais para melhor 
entendimento.  
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RESUMO 
 
Avaliou-se o efeito da administração oral, durante 30 dias, de diferentes 
doses (0%, 0,5%, 1%, 1,5% e 2%) de extrato bruto de polissacarídeos 
sulfatados, proveniente da microalga Porphyridium cruentum, sobre as 
condições de imunocompetência de camarões Litopenaeus vannamei 
desafiados com Vibrio alginolyticus, através da avaliação de parâmetros 
hemato-imunológicos e sobrevivência. Antes do desafio, a atividade da 
fenoloxidase (PO) apresentou um aumento proporcional ao aumento na 
inclusão do polissacarídeo e a contagem total de hemócitos (CTH) 
apresentou um aumento maior, porém não significativo, no tratamento 
que recebeu 1% de suplementação. Após o desafio, os animais 
alimentados com a dieta contendo 1% de extrato de polissacarídeos 
sulfatados apresentaram a maior sobrevivência (90%) em 48 h, enquanto 
que os animais do grupo controle, sem suplementação, assim como os 
alimentados com dieta contendo 2% de extrato de polissacarídeo 
tiveram uma sobrevivência de aproximadamente 63% em 48 h. Também 
após 48 h do desafio, a CTH, que diminuiu em todos os tratamentos, 
continuou sendo mais elevada nos animais que receberam a 
suplementação com polissacarídeo. Já a atividade da PO mostrou um 
aumento proporcional às doses crescentes do polissacarídeo na dieta. Os 
resultados sugerem que os animais alimentados com a dieta 
suplementada com o extrato bruto de polissacarídeos sulfatado foram 
imunoestimulados e tornaram-se mais resistentes. 
 
Palavras chaves: Litopenaeus vannamei, Vibrio alginolyticus, 
imunoestimulante, Porphyridium cruentum. 
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ABSTRACT 
 
We evaluated the effect of oral administration for 30 days at different 
doses (0%, 0.5%, 1%, 1.5% and 2%) of crude extract of sulfated 
polysaccharides derived from the microalga Porphyridium cruentum on 
conditions for shrimps Litopenaeus vannamei immunocompetence 
challenged with Vibrio alginolyticus through evaluation of 
immunological parameters, hematology and survival. Before the 
challenge, the activity of phenoloxidase (PO) increased proportional to 
the increase in the inclusion of the polysaccharide and total count of 
hemocytes (THC) showed a greater increase, although not significant, 
the treatment he received 1% supplementation. After challenge, the 
animals fed the diet containing 1% extract of sulfated polysaccharides 
showed the highest survival (90%) in 48 h, while the control animals 
without supplementation, as well as a diet containing 2% polysaccharide 
extract had a survival of approximately 63% at 48 h. Also after 48 h of 
challenge, THC, which decreased in all treatments remained higher in 
animals that received supplementation with polysaccharides. The 
activity of PO showed a proportional increase with the increasing doses 
of polysaccharide in the diet. The results suggest that animals fed the 
diet supplemented with the crude extract of sulfated polysaccharides 
were imunoestimulados and become more resilient. 
 
Keywords: Litopenaeus vannamei, Vibrio alginolyticus, 
immunostimulant, Porphyridium cruentum.  
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INTRODUÇÃO 
  

Uma das maiores restrições em fazendas de camarão são as 
doenças causadas por patógenos infecciosos virais e bacterianos 
responsáveis por várias perdas econômicas na indústria aquícola 
mundial (Sarathi et al., 2007). As vibrioses têm sido a causa das maiores 
mortalidades em camarões peneídeos juvenis (Gomez-Gil et al., 2000; 
Bachère, 2000). Doenças causadas por Vibrio alginolyticus e Vibrio 
harveyi deixam sérios problemas no cultivo do camarão Penaeus 
monodom na Índia (Sarathi et al., 2007).  

A sustentabilidade da indústria do camarão depende em grande 
parte do controle de doenças e do estado de saúde do camarão. Diversos 
autores têm trabalhado na quantificação de diferentes parâmetros celular 
e humoral na resposta imune de espécies de camarões cultivados 
(Rengpipat et al., 2000; Hsu; Chen, 2007). Uma das ferramentas 
disponíveis para avaliações imunológicas é a contagem de hemócitos 
(Le Moullac; Haffner, 2000).  

A contagem total de hemócitos (CTH) e a atividade fenoloxidase 
(PO) têm sido consideradas como marcadores de saúde, uma vez que 
mudanças nestes parâmetros podem estar relacionadas a infecções por 
patógenos e condições adversas (Sritunyalucksana; Söderhäll, 2000). Os 
hemócitos dos crustáceos representam o papel principal na resposta 
imune, realizando funções como fagocitose, encapsulação, formação de 
nódulo e mediação de citotoxicidade (Johansson et al., 2000). 

Os crustáceos têm um sistema imune inato, caracterizado pela 
ausência de imunoglobina e memória imunológica, atualmente uma 
estratégia bastante difundida para melhorar a resistência dos camarões, 
uma vez que estes não podem ser vacinados é a utilização de compostos 
imunoestimulantes (Smith et al, 2003). Em crustáceos, a 
imunoestimulação é profilática, estimulando o sistema imunológico não 
especifico, ativando ou melhorando a vigilância e a reação contra 
ameaças de patógenos (Smith et al., 2003).  

Para este fim, muitas substâncias já foram testadas, tais como os 
β-glucanos, produtos bacterianos, polissacarídeos de algas entre outros, 
os quais podem ativar os mecanismos de defesa e melhorar a 
sobrevivência dos animais (Brincknell; Dalmo, 2005). 

Os polissacarídeos de algas marinhas apresentam resultados 
promissores no aumento da resistência de camarões marinhos expostos a 
condições de estresse e a patógenos (Lima et al., 2007).  

Sung, Kou e Song (1994), em experimento realizado com 
Penaeus monodon, encontraram alta porcentagem de sobrevivência dos 
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mesmos contra Vibrio vulnificus após os 18 dias de desafio, quando 
alimentados com um suplemento de 1,3 β-glucano em relação à dieta 
controle, sem suplementação com 1,3 β-glucano.  

Uma solução de laminaranas extraídas da macroalga marrom 
Laminaria digitata aumentou a liberação de anion superoxido de 
camarões da espécie Litopenaeus vannamei (Campa-Cordova et al., 
2002).  

Chang et al. (2003) utilizando a mesma espécie de camarão 
demonstraram que a suplementação de β-glucano na dieta na 
concentração de 10 g/kg, durante 20 dias, aumentou significativamente a 
sobrevivência após desafio com o vírus da síndrome da mancha branca.  

Lopez et al. (2003), avaliando o efeito da suplementação de 
diferentes níveis de β-glucano e vitamina C para o camarão marinho, 
Litopenaeus vannamei, em resposta ao estresse, observaram aumento da 
resistência, ressaltando que tanto o β-glucano quanto a vitamina C agem 
por meio de diferentes vias de resposta ao estresse.  

Em outro estudo, o polissacarídeo sulfatado fucoidana, extraído 
da macroalga marinha parda Sargassum polycystum, reduziu o impacto 
causado pela infecção com o vírus da mancha branca (WSV) no 
camarão Penaeus monodon (Chotigeat et al., 2004). Os autores 
reportaram que após a inclusão do fucoidana na dieta dos camarões foi 
observado um aumento significativo nas taxas de sobrevivência dos 
animais infectados. Além disso, o extrato bruto do fucoidana foi ainda 
capaz de inibir o crescimento de três bactérias Gram-negativas: V. 
harveyi, Staphylococcus aureus e E. coli (Chotigeat et al., 2004).  

Os polissacarídeos sulfatados da macroalga Botryocladia 
occidentalis também foram utilizados em pós-larvas do camarão L. 
vannamei, submetidos aos agentes estressores, na forma de banhos de 
imersão (Barroso, 2005) e incorporados na ração de camarões L. 
vannamei infectados com o Vírus da Mionecrose Infecciosa (IMNV) 
(Costa et al., 2006), sendo observado, em ambos os casos, um aumento 
significativo da sobrevivência dos indivíduos. 

Yeh et al., (2006) analisaram que a administração de extrato 
aquoso obtido a quente da espécie de macroalga Sargassum duplicatum, 
tanto por imersão quanto injeção, aumentou a habilidade imune do 
camarão L. vannamei. 

Huang et al. (2006) reportaram que o uso oral de polissacarídeo 
sulfatado extraídos da macroalga marinha parda Sargassum fusiforme no 
camarão Fenneropenaeus chinensis, infectado com V. harveyi, resultou 
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em uma maior resistência destes animais à infecção por esta bactéria 
patogênica.  

Os polissacarídeos sulfatados de microalgas também apresentam 
atividade imunoestimulante. Como exemplo, pode ser citada a atividade 
imunoestimulante dos polissacarídeos sulfatados extraídos de uma 
cianobactéria, Cyanothece sp. a qual foi demonstrada por Campa-
Cordova et al. (2002). Os autores demonstraram que banhos de imersão 
com estes polissacarídeos promoveram um aumento na atividade da 
enzima superóxido dismutase e na produção do ânion superóxido. 

Segundo Lee et al. (2003), o camarão Penaeus merguiensis, teve 
sua resistência aumentada, quando foi alimentado com ração contendo a 
microalga cianofícea Spirulina platensis, devido à ativação da atividade 
fagocitária dos hemócitos contra quatro bactérias estudadas: Vibrio 
harveyi, Escherichia coli, S. typhimurium, B. subtilis. De acordo com os 
autores, esta atividade imunoestimulante está relacionada à presença de 
lipopolissacarídeos e peptídeoglicanos na microalga S. platensis. 

A microalga marinha Porphyridium cruentum é uma fonte 
potencial de polissacarídeo sulfatado, durante a fase estacionária de 
crescimento, esta microalga produz uma quantidade massiva de um 
exopolissacarídeo que possui, na sua constituição, diferentes açúcares, 
incluindo xilose, galactose, glicose, manose, arabinose e 
oligossacarídeos sulfatados (Geresh et al., 2002).  
 O objetivo deste estudo foi avaliar se camarões alimentados com 
diferentes concentrações do extrato bruto de polissacarídeos sulfatados 
da microalga marinha Porphyridium cruentum apresentam alterações 
nos parâmetros hemato-imunológicos e na sobrevivência, após desafio 
com Vibrio alginolyticus. 

Não existem na literatura estudos sobre o efeito imunoestimulante 
dos polissacarídeos sulfatado da microalga Porphyridium cruentum, 
sobre o sistema imune de camarões marinhos.  
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 
Obtenção do extrato bruto de polissacarídeos sulfatados  
 

O extrato bruto de polissacarídeos foi extraído com uma solução 
de papaína bruta (30 mg mL-1) em 250 mL de tampão acetato de sódio 
0,1 M (pH 5,0) contendo EDTA 5 mM e cisteína 5 mM (AcNa) a partir 
de 5 g. Em seguida, o material foi filtrado e após centrifugação (7.965 × 
g; 20 min.; 10 °C), os PS presentes na mistura foram concentrados por 
precipitação com 16 mL de cloreto cetilpiridinio (CCP) 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 após uma precipitação com 
etanol absoluto (24 h; 4 °C), o material foi lavado com etanol 80% (200 
mL; 2 ×), etanol absoluto (200 mL; 1 ×) e seco em estufa durante 24 
horas a 60 °C (Farias et al., 2000). 
 
Preparação das dietas 
 
 Diferentes concentrações de extrato de polissacarídeos da 
microalga Porphyridium cruentum (0,5%, 1,0 %; 1,5% e 2,0%) foram 
adicionadas a uma ração comercial para camarão marinho (Guabi®, 40% 
de proteína bruta e 7,5% de extrato etéreo). A ração foi triturada 
separada em lotes de 5Kg e cada lote recebeu a uma suplementação 
referente às concentrações acima especificadas. Os lotes suplementados 
foram misturados 1 a 1 por 15 minutos em misturador modelo Y. Em 
seguida a mistura seca foi colocada em uma batedeira onde foi 
adicionada água morna em quantidade suficiente para que uma massa 
consistente fosse formada.  Na sequência a massa foi extrusada em um 
moedor elétrico de carne e os péletes formados foram secos em estufa 
com circulação de ar a 60°C por 24 h, embalados em sacos plásticos e 
armazenados a 4°C. O lote de ração sem adição de extrato bruto de 
polissacarídeo (0%), que serviu como controle, foi submetido aos 
mesmos procedimentos das demais.  
 
Condições experimentais 
Ensaio alimentar 
 

Um total de 2.000 juvenis de camarão branco Litopenaeus 
vannamei com peso inicial de 6,6 ± 0,2 g, camarões SPF (specific 
pathogen free ou livre de patógenos), foram distribuídos aleatoriamente 
em 20 tanques de fibra de vidro (12 m2 fundo, quatro tanques por 
tratamento, 100 camarões por tanque). As cinco dietas experimentais 
foram designadas aleatoreamente a quatro tanques. Durante 30 dias, os 
camarões foram alimentados duas vezes ao dia, às 10:00 h e às 17:00 h. 
Em todos os tratamentos os camarões foram alimentados à vontade.  

A renovação diária da água dos tanques foi realizada às 8 h e às 
14 h, correspondendo a 50% do volume total de cada tanque.  

As variáveis ambientais foram monitoradas durante o 
experimento, o oxigênio dissolvido, a temperatura e a salinidade foram 
medidas duas vezes ao dia (oxímetro YSI 55 e refratômetro YSI 30, 
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respectivamente). A amônia total (NH3 + NH4
+) foi analisada a cada 10 

dias imediatamente após a coleta em espectofotômetro LAMOT (smart 
espectro 2000). As amostras foram previamente filtradas com 
microfiltros de acetato celulose com porosidade 0,45µm (Sartorius). As 
análises foram realizadas de acordo com Strickland e Parsons (1972). 

 Após 30 dias de alimentação com as dietas experimentais, os 
animais foram amostrados aleatoriamente (8 pools de 5 animais por 
tratamento, n=40) para verificação dos parâmetros hematoimunológicos 
pré-infecção, este animais foram descartados.  
 
Desafio com Vibrio alginolyticus 

 
Quarenta camarões (13,3 ±0,3 g) de cada tratamento do ensaio 

alimentar foram transferidos para aquários de 20L (dez animais por 
aquário e quatro aquários por tratamento) contendo água salgada. Os 
animais receberam uma injeção no primeiro segmento dorsal com 25 µL 
de suspensão de Vibrio alginolyticus (5x106 UFC/mL). Um grupo de 40 
animais (10 animais por aquário) serviu como controle negativo, sendo 
injetados com 25µL de solução salina estéril. A sobrevivência foi 
avaliada 24 h e 48 h após o desafio. Amostras de hemolinfa dos 
sobreviventes foram retiradas para a contagem total dos hemócitos 
(THC) e para determinação da atividade da fenoloxidase (PO).  
 
Preparo do inóculo bacteriano 
 
A bactéria marinha V. alginolyticus foi cultivada em meio de cultura 
líquido de infusão de coração e cérebro (BHI, Oxoid) sob agitação 
contínua (200 x g) a 30°C. Após 24h do crescimento da cultura, a 
suspensão bacteriana foi centrifugada (2000 x g), o sobrenadante 
descartado e o precipitado suspenso em solução salina estéril (SSE - 
1,5% de NaCL), e a concentração ajustada, após ensaio para verificação 
da dose letal 50% (DL50), para 105 UFC/mL.  
 
 
 Coleta da hemolinfa para preparação do soro 
 
A hemolinfa dos camarões (n=40, para cada tratamento) foi coletada na 
região ventral do primeiro segmento abdominal de cada camarão com 
seringas estéreis de 1 mL acopladas a agulhas 21G, previamente 
resfriadas a 4°C, para evitar a coagulação. Foram feitos oito pools de 
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cinco animais por tratamento. Para a preparação do soro, a hemolinfa foi 
deixada coagular a 4°C por 24h, o coágulo foi então congelado (-20°) e 
descongelado para permitir a ruptura celular e a liberação do conteúdo 
dos grânulos, sendo depois centrifugado repetidamente (2.000 x g por 5 
min). O sobrenadante, correspondente ao soro (plasma sem coágulo e 
produtos da exocitose celular), foi aliquotado e congelado a -20°C para 
uso posterior. 
 
Avaliação dos parâmetros hemato-imunológicos 
  
 A contagem total de hemócitos (CTH) foi determinada 
individualmente em câmara de Neubauer. Para tal, uma amostra de 10 
µL de hemolinfa, coletada como acima descrito, foi fixada em 4% de 
formaldeído em solução de Alsever modificada ou MAS (27 mM citrato 
de sódio, 336 mM NaCl, 115 mM glicose, 9 mM EDTA, ph 7,0) a uma 
diluição conhecida. 
 A concentração proteica do soro foi determinada segundo o 
método de Bradford (1976), utilizando-se soro-albumina bovina (BSA) 
como padrão. Os ensaios foram realizados em triplicata. 
 A determinação da atividade da enzima pró-fenol oxidase (PO) 
nas amostras de soro foi realizada colorimetricamente, através da 
formação do pigmento vermelho-coral DOPA-cromo, proveniente da 
oxidação do substrato enzimático L-diidroxifenilalanina (L-DOPA, 
Sigma) pela PO do soro. Amostras de 50 µL de soro previamente 
diluídos (10x) em TBS-1 (50mM Tris, 336mm NaCl, 5 mM CaCl2, 10 
mM MgCl2, pH 7,4) foram incubadas com volume igual de tripsina 
(Sigma, 1 mg/mL), indutor da atividade enzimática, durante 5 min a 
20°C, em uma microplaca de 96 poços (fundo chato). Nos controles, o 
indutor ou o soro foram substituídos por um volume equivalente de 
TBS-1.  

Após incubação, os poços receberam 50 µL de L-DOPA (3 
mg/mL) e a formação de DOPA-cromo foi quantificada em leitora de 
microplacas (absorbância a 490 nm), após 5, 10, 20 e 30 min. A 
atividade enzimática especifica da PO foi expressa pela variação da 
absorbância por minuto e por miligrama de proteína. Uma unidade de 
atividade enzimática correspondeu ao aumento de 0,001 na absorbância, 
por min e por miligrama de proteína a 20°C (Soderhall, Hall, 1984). Os 
ensaios foram realizados em triplicata. 
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Análises estatísticas 
 

O delineamento experimental usado foi o inteiramente 
casualizado com cinco níveis de suplementação dietética de extrato de 
polissacarídeo (0%, 0,5%, 1,0%, 1,5% e 2,0%), com três repetições para 
cada tratamento. Os dados referentes às contagens totais de hemócitos e 
atividade da PO foram transformados para log (x+1) para normalização 
(teste de Kolmogorov-Sminof & Lilliefors) e homogeneização das 
variâncias (teste de Levene). Todos os dados foram analisados por 
(ANOVA one-way) e, quando a análise apontou diferenças estatísticas 
entre os tratamentos, foi utilizado o teste de Duncan para separação das 
médias. O nível de significância adotado foi de 5%.  
  
RESULTADOS 
 
Contagem total dos hemócitos 
 
 Após os 30 dias de ensaio alimentar (período pré-infecção), não 
houve diferença significativa (p<0,05) na CTH entre os tratamentos. 
Apesar de ter sido observado uma tendência ao aumento da CTH, em 
especial na dieta contendo 1% de suplementação com o extrato de 
polissacarídeo em relação ao controle sem suplementação (Tabela 1).  

Após a infecção com o Vibrio alginolyticus o valor da CTH do 
camarão diminuiu em todos os tratamentos, mas o tratamento sem 
polissacaríeo (0% de PS) registrou a queda mais significativa 39,42% na 
CTH (18,9±1,3 x 106 células ml-1) em relação à pré-infecção (31,2 ±3,4 
x 106 células ml-1) sendo significativamente diferente (p<0,05) dos 
outros tratamentos suplementados com o extrato de polissacarideo 
sulfatado. (Tabela 1). Após o desafio com Vibrio alginolyticus, os 
valores para a atividade da PO aumentaram em todos os tratamentos 
proporcionalmente às doses crescentes do extrato de polissacarídeo 
sulfatado (Tabela 1).  
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Tabela 1. Respostas imunológicas de L. vannamei (13,3 ±0,3 g) antes (0 h) e após infecção (48 h) com Vibrio alginolyticus 
(5,0 x 106 CFU)1  
 
 

Parâmetros 
Tempo 

h 

Suplementação de polissacarídeo sulfatado na dieta, % 

Controle2 0 0,5% 1,0% 1,5% 2,0% 

CTH, 
x 106 

0 31,2 ±3,4Aa 31,2 ±3,4Aa 35,3 ±5,3Aa 36,9 ±3,6Aa 35,2 ±3,6Aa 33,2 ±1,8Aa 

48 24,4 ±8,1Bab 18,9 ±1,3Bb 27,3 ±4,8Ba 29,7 ±2,7Aa 25,6 ±3,6Ba 24,8 ±2,9Bab 

PO, 
U min-1 mg-1 

0 77,6 ±14,5Bb 77,6 ±14,5Bb 83,7 ±10,9Bab 96,6 ±13.9Bab 102,9 ±9,6Aab 108,2 ±13,1Aa 

48 135,9±26,6Ab 155,7 ±12,4Ab 162,7 ±27,5Ab 173,6 ±16,6Aab 179,2 ±23,8Aab 217,4 ±17,1Aa 

 
1 Valores representam médias ± desvio padrão (n = 4).  
2 Camarões foram injetados com solução salina.  
A,B Médias na mesma coluna (para cada parâmetro) com letras maiúsculas diferentes indicam diferenças significativas antes e após o desafio (P < 0,05).  
a,b Médias na mesma linha (para cada parâmetro) com letras minúsculas diferentes indicam diferenças significativas (P < 0,05). 
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Sobrevivência 
 
  Os animais injetados somente com solução salina (controle do 
desafio) apresentaram 100% de sobrevivência após 48 h do desafio. Para 
os demais tratamentos, a taxa de sobrevivência em 48 h foi em media 
86% nos tratamentos que receberam suplementação nos níveis 0,5%, 
1,0% e 1,5% não havendo diferença estatística entre eles (p<0,05).  A 
menor taxa de sobrevivência em 48 h foi registrada nos animais do 
grupo controle, sem suplementação de extrato de polissacarídeo 
(57,5%). O grupo que recebeu a dieta contendo 2% de suplementação 
com polissacarídeo também apresentou sobrevivência 
significativamente menor (64,8%), quando comparada aquela 
apresentada pelos demais grupos (Tabela 2). Para todos os tratamentos, a 
maior mortalidade ocorreu até 24 h, com exceção do controle sem 
suplementação, que continuou apresentando uma grande mortalidade 
entre 24 h e 48 h (Tabela 2).  
 
Tabela 2. Efeito da suplementação dietética crescente do extrato 
bruto de polissacarídeos da microalga Porphyridium cruentum na 
sobrevivência de juvenis de Litopenaeus vannamei (13,3 ±0,3g) 
desafiados com Vibrio alginolyticus (5,0 x 106 CFU) após 24 e 48 h 1. 
 

Suplementação, 

% 

Taxa de sobrevivência após o desafio, % 

24 h 48 h 

Controle2 
100 100 

0 70,0 ±14,1b 57,5 ±12,6c 

0,5 80,0±11,5ab 77,5 ±9,6abc 

1,0 90,0 ±8.2a 90,0 ±8,2a 

1,5 85,0 ±10,0ab 82,5 ±9,6ab 

2,0 69,8 ±13,8b 64,8 ±12,4bc 

1Valores das médias ± desvio padrão.  
2 Camarões alimentados com a dieta sem suplementação e injetados somente com 
solução salina.  
a,b Médias com letras sobrescritas diferentes em cada coluna indicam diferenças 
significativas (P < 0,05).  
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DISCUSSÃO 
 
 Atualmente a busca por substâncias que melhorem a 
imunocompetência dos camarões marinhos desponta como uma 
alternativa interessante, uma vez que estes animais não podem ser 
vacinados. Na literatura existem alguns relatos sobre a ação estimulante 
de polissacarídeos de algas sobre a imunidade de camarões cultivados, 
levando a um aumento na resistência a vibrioses. 

Sung, Kou e Song (1994), em experimento realizado com 
Penaeus monodon, encontraram alta porcentagem de sobrevivência dos 
mesmos contra Vibrio vulnificus após os 18 dias de desafio, quando 
alimentados com um suplemento de 1,3 β-glucano em relação à dieta 
controle, sem suplementação com 1,3 β-glucano.  

Em outro estudo, os autores reportaram que após a inclusão do 
fucoidana na dieta dos camarões foi observado um aumento 
significativo nas taxas de sobrevivência dos animais infectados. Além 
disso, o extrato bruto do fucoidana foi ainda capaz de inibir o 
crescimento de três bactérias Gram-negativas: V. harveyi, 
Staphylococcus aureus e E. coli (Chotigeat et al., 2004).  

Yeh et al., (2006) analisaram que a administração de extrato 
aquoso obtido a quente da espécie de macroalga Sargassum duplicatum, 
tanto por imersão quanto injeção, aumentou a habilidade imune do 
camarão L. vannamei. 

Huang et al. (2006) reportaram que o uso oral de polissacarídeo 
sulfatado extraídos da macroalga marinha parda Sargassum fusiforme no 
camarão Fenneropenaeus chinensis, infectado com V. harveyi, resultou 
em uma maior resistência destes animais à infecção por esta bactéria 
patogênica.  

Segundo Lee et al. (2003), o camarão Penaeus merguiensis, teve 
sua resistência aumentada, quando foi alimentado com ração contendo a 
microalga cianofícea Spirulina platensis, devido à ativação da atividade 
fagocitária dos hemócitos contra quatro bactérias estudadas: Vibrio 
harveyi, Escherichia coli, S. typhimurium, B. subtilis. De acordo com os 
autores, esta atividade imunoestimulante está relacionada à presença de 
lipopolissacarídeos e peptídeoglicanos na microalga S. platensis. 
 
 
 
No presente estudo, o efeito imunoestimulante do extrato bruto de 
polissacarídeos sulfatados da microalga marinha Porphyridium 
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cruentum foi avaliado sobre o sistema imune de juvenis de Litopenaeus 
vannamei, experimentalmente infectados com uma cepa patogênica de 
Vibrio alginolyticus.  

As células imunocompetentes ou hemócitos são os principais 
sítios de síntese das moléculas imunológicas dos camarões (Gross et al, 
2001), estando diretamente envolvidos com a fagocitose, a formação de 
nódulos e cápsulas e a produção e liberação de moléculas citotóxicas e 
líticas, capazes de eliminar os agentes invasores (Millar ; Ratcliffe, 
1994). Neste estudo, as CTH não apresentaram diferença significativa 
após 30 dias de ensaio alimentar (pré-infecção). Após a infecção com o 
Vibrio alginolyticus, todos os tratamentos tiveram uma redução na CTH, 
mas o tratamento controle sem suplementação com extrato de 
polisscarídeo sulfatado registrou uma queda de 39,42% na CTH, 
sugerindo que a alimentação suplementada com o extrato de 
polissacarídeo da microalga deve ter auxiliado, de alguma forma, na 
manutenção da quantidade de hemócitos circulantes nos camarões 
infectados.  

Este resultado parece estar associado a uma resposta inflamatória 
dos hemócitos que migram para a região da inoculação, saindo assim da 
circulação (Lorenzon, 2001, Van de brack et al., 2002b). 
Adicionalmente, os hemócitos podem se agregar em nódulos 
hemocítcos, onde atuam moléculas de adesão celular como 
peroxinectina, que aprisionam micro-organismos em seu interior 
(Jiravanichpaisal et al., 2006) e que podem ser retirados de circulação 
pelas brânquias por processos mecânicos.  

Os hemócitos também podem se fixar em outros orgãos como o 
hepatopâncreas (Alday-Sans et al., 2002). Neste estudo, observou-se 
que a queda na contagem de hemócitos dos camarões alimentados com 
as dietas suplementadas com extrato de polissacarídeo foi inferior a dos 
animais do tratamento controle sem suplementação. Este resultado pode 
estar associado a uma reposição mais rápida dos hemócitos na 
circulação pelo tecido hematopoiético (Van de Brack et al., 2002a) dos 
camarões alimentados com o extrato de polisscarídeo. Relatos na 
literatura sobre a ação imunoestimulante de polisscarideos sulfatados 
sobre a CTH de camarões são muito controversos e de difícil 
comparação, principalmente porque as metodologias de uso e os 
polisscarídeos são diferentes.  

Outro potente mecanismo imunoefetor em crustáceos é o sistema 
de ativação da pró-fenoloxidase (proPO) geralmente ativado durante a 
formação de nódulos ou cápsulas onde se forma um precipitado escuro 
ou melanização. A enzima chave deste processo é a fenoloxidase (PO), 
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que se encontra armazenada na forma inativa proPO nos grânulos de 
hemócitos. Quando liberada, a PO dá origem a uma cascata de reações 
químicas que resulta na produção de melanina e na formação de 
compostos intermediários altamente tóxicos que destroem os micro-
organismos invasores (Costa, 2007). No presente estudo, a atividade da 
PO se alterou significativamente entre período pré e pós-infecção. A 
ativação deste sistema pode ser desencadeada por componente da 
superfície de microorganismos, tais como os lipopolisscarídeos da 
parede celular de bactérias Gram negativas, as peptidoglicanas de 
bactérias Gram-positivas e as b-1, 3-glicanas da superfície de fungos 
(Cerenius e Soderhall, 2004). Após o 30⁰ dia do ensaio alimentar, foi 
observado que a atividade da PO era maior quanto maior a 
suplementação com o extrato de polissacarídeo. Muitos autores 
relacionam a atividade da PO ao número de hemócitos, mais 
precisamente os granulares, pois estes carregam as moléculas 
imunoefetoras (Johansson et al., 2000).  

Neste estudo, no período pré-infecção, os maiores valores da 
CTH foram registrados com a suplementação de 1% de polissacarídeos, 
não sendo compatível com o comportamento da PO que continuou 
aumentando proporcionalmente ao aumento dos níveis de extrato de 
polissacarídeo. 

Alguns autores já demonstraram que o sistema proPO está 
relacionado ao reconhecimento do não próprio em artrópodos 
(Soderhall; Cerenius, 1998, Vargas-Albores, 1995 – SODERHALL 
CRUSTÁCEOS E UM INSETO RATCLIFF). Isto sugere que o 
comportamento da atividade da PO tenha sido causado pelo próprio 
extrato de polissacarídeo, mais precisamente pelas regiões sulfatadas, 
que são carregadas negativamente e, quando reconhecidas, ativam o 
sistema proPO. (Damonte et al., 2004). Esta interação já foi 
demonstrada entre as glicoproteínas presentes no envelope viral e os 
polissacarídeos sulfatados (Damonte et al., 2004).  

Inúmeros trabalhos relatam mudança nas atividades da PO em 
camarões submetidos a tratamentos com imunoestimulantes, após 
desafios (Xuxiong et al., 2006, Yeh et al, 2006). 
  A sobrevivência após a infecção com Vibrio alginolyticus foi 
significativamente maior (90% dos animais sobreviveram) no 
tratamento que recebeu 1% de suplementação com o extrato de 
polissacarídeo, sugerindo que a suplementação dietética com 
polissacarídeo sulfatado aparentemente foi eficaz no aumento da 
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imunocompetência do camarão Litopenaeus vannamei, contribuindo 
para o aumento da sobrevida destes animais.  

A partir de 1,5% de suplementação dietética, a sobrevivência 
diminuiu. Sakai (1990) afirma que baixas doses de polissacarídeos 
sulfatados produzem uma melhor resposta em relação à sobrevivência, 
sendo o efeito dos imunoestimulantes diretamente dependente de uma 
dose ideal.  
 
CONCLUSÕES 
 
 Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que o extrato bruto 
de polissacarídeo da microalga marinha Porphyridium cruentum 
adicionado à dieta na faixa entre 0,5% a 1,5% de suplementação foi 
capaz de aumentar a imunocompetência de juvenis de Litopenaeus além 
de aumentar significativamente a sua sobrevida. Todavia outros 
imunoparâmetros, além de estudos da expressão de proteínas 
imunológicas devem ser avaliados visando à confirmação deste 
resultado. Estudos futuros devem ser feitos visando esclarecer o 
mecanismo de ação deste extrato de polissacarídeo. 
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CONCLUSÕES GERAIS 
 

a) A suplementação de extrato bruto de polissacarídeo sulfatado 
na dieta provoca o aumento do ganho em peso em juvenis de 
L. vannamei. 

b) O extrato bruto de polissacarídeo sulfatado não é tóxico nas 
concentrações testadas e não causa mortalidade aos animais. 

c) A melhor concentração para suplementação de extrato bruto 
de polissacarídeo é 1 % para o ganho.  

d) O carreamento das enzimas do hepatopâncreas para o intesti-
no aconteceu nas dietas que foram suplementadas, porém pa-
ra que a digestão dos nutrientes da dieta seja otimizada, esta 
suplementação não deve passar de 1%. 

e) A alimentação dos camarões durante 30 dias com suplemen-
tação de polissacarídeos aumentou a CTH e a atividade da 
PO, indicando imunoestimulação. 

f) A suplementação com o polissacarídeo sulfatado na concen-
tração de 1% proporciona uma taxa de sobrevivência de 90% 
dos animais após 48 h da infecção por Vibrio alginolyticus. 

g) De acordo com as concentrações testadas neste estudo, à fai-
xa de suplementação de polissacarídeos na dieta, visando 
otimizar o ganho em peso e a resistência imunológica dos 
camarões juvenis de Litopenaeus vannamei deve estar entre 
1% a 1,5%. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 A qualidade do alimento oferecido aos animais certamente 
contribui para um bom estado nutricional e consequentemente uma 
melhor condição imunológica. Os resultados demonstraram que a 
suplementação com o extrato de polissacarídeo sulfatado da microalga 
Porphyridium cruentum é uma alternativa para tornar o camarão 
marinho mais resistente a uma situação de enfermidade. Estudos para 
verificar, outras formas de administração deste extrato de polissacarídeo 
sulfatado, a utilização deste composto em  larviculturas, a relação entre 
o ganho em peso e a distribuição das enzimas, devem ser considerados. 
É importante também a realização de estudos para avaliar a viabilidade 
de reproduzir esta suplementação em escala comercial.  
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PS Espécie via Efeito Referência

β-1,3 glucano P. monodon imersão
aumentou a capacidade de coagulação e 

sobrevivência desafio com Vibrio;

Dugger e Jory 
(1999)

β-1,3 glucano P. monodon dieta
 aumentou a sobrevivência após desafio 

WSSV
Chang et al. 

(2003)

β-glucano P. monodon dieta aumento na sobrevivência
Sung e Hsieh 

(1994)

β-1,3 glucano L. vannamei dieta
aumento na resistência frente a 

situações de estrese
Lopez et al. 

(2003) 

PS de B. occidentalis L. vannamei imersão
aumento na resistência após desafio com 

IMNV
Barroso et 
al.(2005)

PS de B. occidentalis L. vannamei dieta
aumento na resistência após desafio com 

IMNV
Costa et al. 

(2006)

PS de S. platensis P. merguiensis dieta
ativação da atividade fagocitária dos 

hemócitos
 Lee et al. 

(2003)

PS S. fusiforme F. chinensis dieta
maior resistência destes animais à 

infecção por V. harveyi; 
Huang et al. 

(2006)

PS Halymenia  L. vannamei imersão aumento sobrevivência
Rodrigues 

(2006)

S. duplicatum L. vannamei
imersão 

e injeção

aumentou a capacidade de coagulação e 

sobrevivência desafio com Vibrio;

Yeh et al. 

(2006)

G. amansii L. vannamei

dieta 

imersão 

e injeção

 aumentou a sobrevivência após desafio 

Vibrio
Fu et al. (2007)

S. policystium P. monodon dieta
aumento na sobrevivência após desafio 

com WSSV
Chotigeat et al. 

(2004)

β-1,3 glucano P. monodon dieta
aumento na resistência desafio Vibrio 

vulnificus

Sung et al. 
(1994)

PS de Cyanothece sp. L. vannamei imersão
ativação da atividade da enzima 

superóxido dismutase

Campo-
Cordova et al. 

(2002)
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Materiais e métodos 
Cultivo de Porphyridium cruentum 

Obtenção do extrato bruto de polissacarídeos 
Local: Laboratório de Cultivo de Algas – LCA/UFSC 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Materiais e métodos 
Elaboração das dietas 

Local: Laboratório de Nutrição de Espécies Aquícolas – LABNUTRI/UFSC 

 
 

http://starcentral.mbl.edu/microscope/po
rtal.php?pagetitle=assetfactsheet&imagei
d=674 
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Materiais e métodos 
Ensaio de Crescimento – Unidades experimentais 

Local: Laboratório de Camarões Marinhos – LCM/UFSC 

 
 

Materiais e métodos 
Ensaio de Crescimento – Manejo, biometrias e coleta das porções do trato 

Local: Laboratório de Camarões Marinhos – LCM/UFSC 
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Materiais e métodos 

Infecção experimental 
Local: Laboratório de Sanidade de Organismos Aquáticos – AQUOS/UFSC 
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Materiais e métodos 
Coleta de hemolinfa 

Local: Laboratório de Sanidade de Organismos Aquáticos – AQUOS/UFSC 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 


