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RESUMO

Desde 2002 que um novo agente patogénico denominado de Virus da Mionecrose
Infecciosa (IMNV) vem causando significativas perdas econdmicas em fazendas de
camardo na Regido Nordeste do Brasil. Ao contrario dos vertebrados, os camardes nao
possuem um sistema imunoldgico com memoria adaptativa, no entanto possuem um
sistema imune inato, apresentando respostas de defesa menos complexas. O presente
estudo teve como objetivo determinar a eficdcia de uma dieta com dosagens elevadas de
acido L-ascorbico-2-monofosfato (VitC) em combinagdo com um B-1,3/1,6-glucano
(BetG) sobre a sobrevivéncia, o crescimento e as respostas imunoldgicas do camardo
Litopenaeus vannamei desafiado com o IMNV. O estudo foi realizado em 30 tanques de
500 1, operados com &4gua clara e submetidos a aeracdo e renovagdo de dgua constante.
Camardes com 2,58 + 0,39 g foram povoados com 100 animais/m> e cultivados por um
periodo de 10 semanas. O desenho experimental foi composto por trés tratamentos e trés
controles. Para cada tratamento foram designados cinco tanques, assim denominados:
Ref, IMNV negativo e racdo comercial; Neg e Pos, IMNV negativo e positivo
respectivamente, alimentados com uma ragao experimental contendo niveis normais de
dcido L-ascdrbico-2-monofosfato (VitC, 250 mg/kg) e sem B-1,3/1,6-glucano; VitC,
(IMNV positivos, alimentados com uma racdo experimental contendo 1.160 mg/kg de
acido L-ascorbico-2-monofosfato), VitCBetG, (IMNV positivos, alimentados com uma
racdo experimental contendo 1.160 mg/kg de VitC e 600 mg/kg de BetG); e, BetG,
(IMNV positivos, alimentados com uma ragdo experimental contendo 600 mg/kg de -
1,3/1,6-glucano e niveis normais de VitC). As racdes experimentais foram fabricadas
em laboratério e a infec¢do dos camardes se deu através da administracdo per os de
tecido infectado por IMNV (1,82 x 10° copias de IMNV/ul RNA) durante trés dias
consecutivos, duas vezes ao dia. O desafio per os teve inicio no 27° dia de exposi¢ao
dos camardes as ragdes, quando os animais alcancaram entre 4,93 g e 6,92 g. A
contagem total de hemdcitos (CTH), a concentracdo de proteinas totais do soro e a
atividade especifica da enzima fenoloxidase (PO) foram avaliadas no L. vannamei dois
dias antes do desafio oral (27° dia de cultivo), 17 dias apds o desafio per os (48° dia de
cultivo) e na despesca (70° dia de cultivo). Os camardes cultivados foram efetivamente
contaminados com o IMNV. Embora mortalidades de 100% ndo tenham sido
observadas, os animais mostraram-se altamente susceptiveis ao virus 29 dias apds o

primeiro dia do desafio. Na despesca, os camardes alcancaram um peso entre 9,07 +
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1,48 g (BetG) e 11,11 + 1,86 g (Pos). A sobrevivéncia variou de um minimo de 22,8 +
4,9% (VitC) a um maximo de 69,5 + 5,7% (Ref). O ganho de peso dos camardes foi
progressivo e o crescimento semanal variou de 0,56 g no 14° dia de cultivo para 0,77 g
na dltima semana, ndo havendo diferenga estatistica significativa entre tratamentos. A
sobrevivéncia decresceu ao longo do cultivo, independente do tratamento adotado. A
CTH apresentou um aumento em todos os tratamentos apds o desafio per os com IMNV
(i.e., 17 dias ap0s), entretanto nem todos foram significativos. Neste dia de amostragem,
um maior nimero de células/mm’ foi observado nos tratamentos voluntariamente
infectados, os quais alcancaram uma menor sobrevivéncia final de camardes (Pos e
VitC). Igualmente, o tratamento ndo infectado, Ref, também exibiu um aumento
significativo na CTH no periodo de pods-infeccdo viral. De um modo geral, a
concentracdo protéica do soro dos camardes e a atividade relativa da enzima
fenoloxidase ndo se alteraram ao longo do cultivo ou entre os tratamentos avaliados.
Através do presente estudo pode-se concluir que a inclusdo de 600 mg/kg de B-1,3/1,6-
glucano em uma dieta para o camardo L. vannamei proporcionou um aumento
significativo na sobrevivéncia da espécie quando exposto ao IMNV. Ao contrério, a
inclusdo de 1.160 mg/kg de acido L-ascérbico-2-monofosfato em dietas para espécie
infectada com IMNV ndo resultou em um maior crescimento ou sobrevivéncia da
espécie. No presente estudo, ndo foram detectados indicios de fadiga imunolégica ou
diminui¢do no crescimento da espécie quando exposta de forma continua a uma dieta

contendo 600 mg/kg de B-1,3/1,6-glucano.

Palavras chave: camardo, Liftopenaeus vannamei, imunoestimulante, IMNYV,

betaglucanos, dcido ascérbico
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ABSTRACT

Since 2002, a new pathogen agent named Infectious Myonecrosis Virus (IMNV) has
been causing significant economical losses in shrimp farms in NE Brazil. Contrary to
vertebrates, shrimp do not possess an immunological system with an adaptative
memory. However, they are equipped with an innate immune system with less complex
defense responses. The present study aimed at determining the efficacy of high dosages
of L-ascorbyl 2-monophosphate acid (VitC) in combination with a B-1,3/1,6-glucan
(BetG) on the survival, growth and immune responses of the shrimp Litopenaeus
vannamei challenged with IMNV. The study was conducted in 30 tanks of 500 I,
operated with clear water conditions and constant water renewal and aeration. Shrimp of
2.58 + 0.39 g were stocked at 100 animals/m” and reared for 10 weeks. The
experimental design consisted of three treatments and three controls. Five tanks were
designated for each treatment and control, as follows: Ref, IMNV- (IMNV negative) fed
a commercial feed; Neg and Pos, IMNV- and IMNV+ (IMNV positive), fed an
experimental feed with normal levels of L-ascorbyl 2-monophosphate (VitC, 250
mg/kg) deprived of BetG; VitC, IMNV+, fed an experimental feed with 1,160 mg/kg of
VitC; VitCBetG, IMNV+, fed an experimental feed with 1,160 mg/kg of VitC and 600
mg/kg of BetG; and, BetG, IMNV+, fed an experimental feed with 1,000 mg/kg of
BetG and normal levels of VitC. Experimental feeds were manufactured with
laboratory equipment, while shrimp viral challenge occurred through oral administration
of IMNV+ inoculum (1.82 x 10” copies of IMNV/ul RNA) during three consecutive
days, twice a day. Per os challenge began on the 27" day of exposure to the
experimental feeds when animals had reached between 4.93 g and 6.92 g in body
weight. The total haemocyte count (THC), the total protein concentration and the
relative activity of the phenoloxidase enzyme (PO) were evaluated in L. vannamei two
days prior to the oral challenge Q7" day of rearing), 17 days after the challenge (48"
day of rearing) and at harvest (70" day of rearing). Reared shrimp were effectively
contaminated with IMNV. Although 100% mortalities were not observed, animals were
highly susceptible to the virus 29 days after the first day of infection. At harvest, shrimp
reached a body weight between 9.07 £ 1.48 g (BetG) and 11.11 + 1.86 g (Pos). Survival
varied from a minimum of 22.8 + 4.9% (VitC) to a maximum of 69.5 + 5.7%. Shrimp
body weight gains were continuous with weekly growth ranging from 0.56 g on the 14"

day of culture to 0.77 g in the last week of culture. Shrimp weekly growth did not vary
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statistically between treatments. Survival reduced throughout the culture period,
regardless of the treatment adopted. The THC showed a significant increase in all
treatments after the per os challenge with IMNV (i.e., 48" day of culture). On this
sampling day, the highest number of cells/mm’ were observed in treatments that were
voluntarily challenged with IMNV, which were the ones that achieved the lowest final
shrimp survival (Pos and VitC). Similarly, the non-challenged treatment (Ref) also
displayed a significant increase in THC during the post-infection viral period. In
general, the protein concentration and the relative activity of the phenoloxidase activity
in shrimp serum did not change significantly throughout the culture period or between
treatments. By this study it can be concluded that an inclusion of 600 mg/kg of B-
1,3/1,6-glucan in a diet for the shrimp L. vannamei provided a significant increase in the
species survival when exposed to IMNV. Conversely, the inclusion of 1,160 mg/kg of
L-ascorbyl 2-monophosphate acid in diets for this species infected with IMNV did not
result in a better growth or survival. In the present study, no signs of immunological
fatigue or a detriment in growth could be detected when the species was continually

exposed to a diet containing 600 mg/kg of B-1,3/1,6-glucan.

Key words: shrimp, Litopenaeus vannamei, immunostimulant, IMNV, betaglucan,

ascorbyl acid
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1. INTRODUCAO

Em 2004, a aqiiicultura alcancou uma producdo global de 45,5 milhdes de
toneladas, representando 32,2% do volume mundial de pescado (FAO, 2007). Os
camardes estdo entre os organismos aquaticos mais cultivados (2.476.023 toneladas em
2004), citados como sendo a commodity mais relevante em termos monetarios para o
segmento aqiiicola (FAO, 2007). Apesar de um rapido crescimento anual (28,7% entre
2002 e 2004; FAO, 2007), o cultivo de camardes marinhos em cativeiro vem sofrendo,
desde a ultima década, com continuas perdas na producdo, resultado de surtos virais.

A primeira enfermidade viral em uma espécie cultivada de peneideo foi descrita
em 1974 (Baculovirus penaei ou BP; COUCH, 1974a,b). Treze anos depois, no ano de
1987 em Taiwan, a inddstria de cultivo de camardo sofreu o primeiro colapso na
producdo ocasionado por um virus (LIGHTNER et al., 1987; LIN, 1989). A ocorréncia
de pandemias de origem viral se acentuou na tltima década gerando profundos impactos
de carater social e econdmico em paises em desenvolvimento (LIGHTNER, 2003).
Rosenberry (2001) estimou que em 2000, somente o virus da Sindrome da Mancha
Branca (WSSV) gerou perdas na produ¢do mundial de camarao em cativeiro da ordem
de 200.000 toneladas, um prejuizo estimado em US$ 1 bilhdao. Como conseqiiéncia, o
estudo das patologias e imunologia dos camardes peneideos tornou-se uma prioridade a
nivel mundial para o segmento de cultivo de camardes marinhos.

No Brasil, entre as patologias de origem viral que mais acometeram a producdo de
camardes estd a o Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV, em inglés Infectious
Myonecrosis Virus). Esta enfermidade vem causando, desde o final de 2002, continuas
perdas econdmicas em fazendas de engorda do camardo branco, Litopenaeus vannamei,
localizadas na Regido Nordeste do Brasil (NUNES et al., 2004). Segundo Nunes et al.
(2004) a primeira ocorréncia documentada do IMNV foi registrada em uma fazenda de
camardes situada no Piaui, seguida de uma rdpida expansdao para outros Estados
adjacentes durante a estacdo chuvosa. As taxas de mortalidades causadas pelo virus
alcancaram de 35% a 55% em 2003 e os prejuizos diretos, advindos da perda de
produgio nos Estados afetados, foram estimados em US$ 20 milhdes. A confirmagio da
origem viral da etiologia foi feita em fevereiro de 2004 por pesquisadores da
Universidade do Arizona, apés bioensaios de infectividade e estudos de microscopia

eletronica e andlise gendmica do virus (LIGHTNER ef al., 2004; POULOS &
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LIGHTNER, 2006; POULOS et al., 2006). Mais recentemente, em 2006, o IMNYV foi
detectado na Indonésia (SENAPIN et al., 2007).

Ao contréario dos vertebrados, os camardes ndo possuem um sistema imunolégico
com memoria adaptativa. Estes possuem, no entanto um sistema imune inato
apresentando respostas de defesa menos complexas. Um componente essencial da
imunidade dos camardes peneideos inclui um mecanismo de vigilancia capaz de
detectar invasores ou a presenga de células ndo-préprias. Dentre os sistemas de
reconhecimento  destaca-se o sistema de ativagdo da  Pro-fenoloxidase
(SRITUNYALUCKSANA & SODERHALL, 2000). Nos crusticeos, a ativacdo do
sistema da proPO e outras moléculas associadas encontram-se compartimentalizados no
interior dos grandulos dos hemdcitos, de onde sdo liberados por uma exocitose regular,
como demonstrado no lagostim Pacifastacus leniusculus (JOHANSSON &
SODERHALL, 1985; LIANG ef al.; 1992; SODERHALL & CERENIUS, 1998; apud
BARRACO, 2004 ). As moléculas do sistema da proPO nos camardes peneideos como
P. monodon (KONDO et al., 1992 apud BARRACO, 2004) encontram-se na fra¢do
celular da hemolinfa. A ativacdo desse sistema proPO libera moléculas que induzem
novas degranulacdes dos hemdcitos, acarretando uma amplificacdo do sistema e da
resposta imune em geral. O sistema de ativacdo da proPO € regulada por inibidores de
proteases para evitar uma super-ativacdo e restringir a reacdo somente aos locais
agredidos e (ou) infectados, evitando assim danificar outros tecidos do hospedeiro
(BARRACO, 2004).

As fungdes celulares de defesa dos camardes estdo dependentes, entre outros
aspectos, do seu status nutricional. A condi¢do nutricional € considerada um dos mais
importantes fatores para determinar a capacidade de resisténcia de qualquer animal
frente a infec¢des. Na prética, as fazendas de engorda de camarao procuram prevenir as
enfermidades tentando manter uma boa condi¢do ambiental nos viveiros de cultivo, e
em alguns casos com administracdo de dietas medicadas. Pelo fato de nao ser possivel
vacinar crusticeos, torna-se de grande importancia pesquisas que objetivem incrementar
o status nutricional e conseqiientemente a condicdo imunolégica do camardo cultivado
Litopenaeus vannamei frente as doencas virais.

O uso de imunoestimulantes e diversos tipos de aditivos na racdo (carotendides,
farinha de algas, vitaminas E, C, etc.) para melhorar o desempenho zootécnico de
camardes cultivados sdo ainda pouco difundidos no Brasil, em funcido da falta de

informacodes relativas a sua forma de uso e eficicia. Desta forma, o presente estudo teve
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como objetivo verificar a eficicia no uso de 8-1,3/1,6-glucano e dosagens elevadas de
dcido L-ascérbico-2-monofosfato (Stay-C® 35%) sobre o desempenho do camario L.

vannamei infectado com o virus da Mionecrose Infecciosa IMNYV).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os crusticeos possuem o0 seu exoesqueleto como sendo o seu primeiro mecanismo
de defesa, a fisica. O sistema imunolégico do camardo é responsdvel pela sua
integridade corpdrea, sendo um sistema imune inato ou natural, que esta relacionado a
hemolinfa e uma outra parte que é a liquida, onde estdo os plasmas e os fatores
humorais nele dissolvidos. Tanto os hemdcitos como os fatores humorais agem de
forma conjunta (BARRACO, 2004).

Os camardes possuem trés tipos de hemdcitos: os hialinos, os semi-granulares e os
granulares (JOHANSSON et al., 2000; apud BARRACO, 2004). Os hemdcitos hialinos
para alguns autores estariam responsaveis pelos os mecanismos de coagulacao (OMORI
et al., 1989; HOSE et al., 1990; apud BARRACO, 2004). J& os hemdcitos granulares
estariam responsaveis pela fagocitose de microorganismos, na formamacgao de nédulos e
capsulas e na producdo de moléculas téxicas e microbicidas capazes de lisar e (ou)
degradar os organismos nao préprios (HOSE er al., 1990; GARGIONI & BARRACO,
1990; DESTOUMIEUX et al., 2000; VAN DE BRAAK et al., 2002; apud BARRACO,
2004).

Segundo Moullac & Haffner (2000), o estresse ambiental, é considerado um
importante fator para o surgimento e (ou) o incremento das doengas em crustaceos. As
mudancas fisico-quimicas da dgua, por exemplo, mudangas de temperatura, podem
afetar o metabolismo, crescimento, muda, sobrevivéncia e afetar o sistema imune dos
animais. No entanto, ainda sdo poucos os estudos que relacionam a competéncia do
sistema imune com a susceptibilidade dos organismos a patégenos (MOULLAC &
HAFFNER, 2000).

Devido as particularidades do sistema imunoldgico dos peneideos, 0s compostos
bioldgicos denominados de imunoestimulantes, vém despontando como perspectiva
para incrementar a resisténcia dos camardes frente a infeccoes de origem viral. Alguns
compostos parecem ativar o sistema imunoldgico destes animais, em particular, os -
1,3-glucanos, os quais podem amplificar respostas contra infec¢des virais e bacterianas
(VARGAS-ALBORES et al., 1996). Os glucanos sdo varias moléculas de glicose
interligadas entre si denominadas de polissacarideo. Alguns glucanos t€ém a capacidade
de ser imunoestimuladores e dependendo da sua composi¢do quimica ocorrerd uma
maior ou menor eficiéncia para estimular o sistema imunolégico (NEWMAN, 2000;

ENGSTADE et al., 2004).
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Os glucanos ndo podem ser submetidos a temperatura superiores a 130°C
(NEWMAN, 2000), podendo ocorrer sua degradagcdo. Os glucanos sdo encontrados em
vérios extratos de leveduras, entretanto os B-1,3-glucanos estdo em sua grande maioria
presentes em paredes de células de fermento (NEWMAN, 2000). A qualidade e
efetividade dos imunoestimulantes para induzir uma resposta imune ndao dependem
apenas da concentracdo dos mesmos, mas também de sua estrutura molecular, que
determina o nivel de reconhecimento pelo sistema imunoldgico da espécie cultivada,
podendo variar de um individuo a outro (ENGSTADE et al., 2004).

A vitamina C possui um papel importante na condicao de saide dos camardes
atuando como um antioxidante, através da inativacdo de radicais livres produzidos pela
atividade celular e por diversos estressores, além de ser um nutriente essencial para os
camardes peneideos (GUARY et al., 1976). Em camardes, a deficiéncia de vitamina C
causa a Sindrome da Morte Negra (LIGHTNER et al., 1977, 1979), muda incompleta
(CHEN & CHANG, 1994), aumento no fator de conversdo alimentar (FCA) e
diminui¢do da resisténcia ao estresse (MAGARELLI et al., 1979). Os requerimentos de
acido L-ascorbico dos camardes peneideos variam de 50 a 100 mg/kg de dieta (CUZON
et al., 2004).

Itami et al. (1998) relataram que a administracdo de um peptidoglicano aumentou
a resisténcia do camardo Marsupenaeus japonicus exposto a vibriose. Sung et al. (1994)
utilizando um B-1,3/1,6-glucanos demonstraram um aumento na resisténcia do Penaeus
monodon frente a vibriose e a infeccdo do WSSV (virus da sindrome da Mancha
Branca). Os autores também reportaram que os camardes alimentados com uma ragao
contendo B-1,3/1,6-glucano exibiram um crescimento mais rdpido, uma redu¢do na
mortalidade e uma melhor utiliz agdo do alimento. A atividade fagocitica dos hemdcitos
de pés-larvas de P. monodon foi incrementada quando estas foram imersas por 3 h em
suspensdes aeradas contendo 2 g/kg de dieta de um B-1,3-glucano (CHANG et al.
2000).

Min-Hsien & Shi-Yen (2002) relataram que o &cido ascoérbico favoreceu a
resposta imunoldgica do camardo Penaeus monodon. Ja Lopez et al. (2003) reportaram
um efeito positivo no crescimento de camardes juvenis da espécie Litopenaeus
vannamei alimentados continuamente com uma dieta contendo B-1,3-glucano e
vitamina C. Camardes da espécie L. vannamei alimentados com ragao e alimento fresco
contendo super-dosagens de vitamina C (1.000 e 2.000 mg/kg), ndo apresentaram

diferengas significativas na contagem total de hemdcitos (MAGGIONI et al., 2003).
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Alguns autores relatam que a contagem total de hemdcitos apresenta um decréscimo e
raramente aumenta, quando os crusticeos passam por situagdes de estresse como, por
exemplo, quadros de infeccdo (HENNIG et al, 1998; LORENZON et al 1999; CHENG
& CHEN, 2001).

Camardes da espécie Penaeus monodon alimentados com uma dieta contendo 2
g/kg, 10 g/kg e 20 g/kg de B-1,3-glucano na dieta apresentaram uma diminui¢do
imediata na contagem total de hemdcito quando desafiados com o WSSV ; CHANG et
al., 2002). Ainda segundo Chang et al. (2002) o nivel 6timo obtido de B-1,3-glucano
quando administrado oralmente numa concentragao de 10 g/kg de dieta durante 20 dias
melhorou o sistema imunoldgico e a taxa de sobrevivéncia da espécie.

O Litopenaeus vannamei cultivado em condicdes de laboratério numa densidade
de cinco PL (p6s-larva) por litro foi alimentado com uma dieta contendo vitamina C em
varias dosagens (0, 10, 100, 1.000 e 2.000 mg/kg de dieta). Os resultados desse estudo
demonstraram que a partir de PL36 (p6s-larva com 36 dias de vida), o ganho de peso
dos animais estocados foi estatisticamente mais significativo quando alimentados com

uma dieta contendo 1.000 mg/kg de 4cido ascorbico (LAVENS et al., 1999).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local do Estudo

O estudo foi realizado no Laboratério de Nutricdo de Camardo Marinho do
Instituto de Ciéncias do Mar (Labomar) da Universidade Federal do Ceara (UFC),
situado no municipio do Eusébio, Estado do Ceard. O laboratério estd localizado no
entorno do Estudrio do Rio Pacoti, nas coordenadas 35°00°0,25” S e 38°25°22.57” W
(Figura 1, A).

3.2 Sistema de Cultivo

Na presente pesquisa foram utilizados trintas tanques circulares de polipropileno
de cor azul (Plastsan Plasticos do Nordeste Ltda., Caucaia, CE), dispostos em células,
contendo cada uma cinco unidades com capacidade volumétrica individual de 500 1 e
area operacional de 0,57 m?. Os tanques foram unidos por meio de conexdes de PVC
soldavel com um diametro de 50 mm (Figura 1, B).

A filtragem mecanica de 4gua em cada célula ocorreu de forma independente, sem
nenhuma interferéncia de outros tratamentos. Cada célula foi equipada com um filtro
mecanico de areia de alta vazdo (Dancor S.A. Industria Mecanica, Rio de Janeiro, RJ)
com area filtrante de 0,07 mz, conectado a uma eletrobomba (WEG Industrias S.A.,
Guarulhos, SP) de servico continuo, monofésica, na poténcia de 1/4 cv, tensdo de 220 V
e vazao nominal de 3,8 m’/h.

Os tanques foram alimentados por um sistema de aera¢do composto por trés
compressores radiais (Ibram Industria Brasileira de Maquinas e Equipamentos, Sao
Paulo, SP), equipados com supressores de ruido e com motores trifasicos de 2,0 cv de
poténcia. Cada tanque dispunha de dois pontos de alimentacdo de ar, composto de duas

pedras porosas localizadas em lados opostos do tanque.

3.3 Limpeza e Desinfeccdo da Unidade de Cultivo

A preparagdo da unidade de cultivo consistiu da lavagem com dgua doce corrente
e desinfeccdo com hipoclorito de célcio seco contendo 65% de produto ativo (cloro
granulado HTH®, Nordesclor S/A, Igarassu, PE) da dgua de cultivo, tanques de cultivo,

filtros de areia, bandejas de alimentacao e linhas de filtragem e aeracdo mecéanica.
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Figura 1. Vista aérea do Laboratério de Nutrigdo de Camardo (LNC) do Labomar/UFC &s
margens do Rio Pacoti (A) no municipio do Eusébio, Ceard. Tanques de cultivo

empregados no presente estudo (B).



Sabry, H.-N. Aumento da Resisténcia Imunolégica no Camarao Branco... 9

Inicialmente, os tanques de cultivo foram lavados com d&4gua corrente e
desinfetados com solucao contendo 100 ppm de hipoclorito de célcio. Os filtros de areia
foram desmontados e a areia removida, lavada com 4gua corrente e exposta ao sol
durante um periodo de 72 h. Posteriormente, os filtros foram montados e conectados as
células de cultivo, sendo os tanques enchidos com agua doce contendo 200 ppm de
hipoclorito de cdlcio. As eletrobombas foram acionadas e mantidas em funcionamento
ininterrupto durante sete dias. Apds este periodo toda dgua doce foi drenada e reposta
por dgua salgada, previamente desinfetada com hipoclorito de s6dio a 20 ppm. As
bandejas de alimentagdo e outros apetrechos de cultivo foram desinfetados antes e
durante o cultivo através de imersdo em dgua doce contendo uma solugdo de hipoclorito

de célcio a 30 ppm.

3.4 Delineamento Experimental

No presente estudo foram avaliados o crescimento, a sobrevivéncia e algumas
respostas imunoldgicas do camardo Litopenaeus vannamei quando infectado com o
virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV). O desempenho dos animais foi avaliado
durante a alimentagdo com uma rag¢ao contendo doses elevadas de acido L-ascérbico-2-
monofosfato (NayCapsCcHeOoP; Rovimix Stay—C® 95%, DSM Produtos Nutricionais
Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP) incorporado individualmente a racdo ou em combinacao
com B-1,3/1,6-glucano (MacroGard®, Immunocorp AS, Oslo, Noruega). O MacroGard®
€ um polissacarideo extraido e purificado a partir da parede celular da levedura
Saccharomyces cerevisiae (RAA, 2000, 2003).

O estudo foi composto de trés tratamentos e trés controles (Tabela 1). Os
tratamentos controle consistiram de animais infectados e nio infectados com IMNYV,
alimentados com uma rag¢do comercial para camardes (Camaronina 35 hp, Cargill
Nutricdo Animal Ltda., Sdo Lourenco da Mata, PE) ou com uma ragdo fabricada em
laboratério contendo niveis normais de 4cido L-ascorbico-2-monofosfato e ausente de
B-1,3/1,6-glucano. Um total de cinco réplicas (i.e., cinco tanques de cultivo) foi

designado de forma sistemaética para cada tratamento (Figura 2).
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Tabela 1. Detalhamento do delineamento experimental adotado durante o estudo de
infectividade do camardo Litopenaeus vannamei com o virus da

Mionecrose Infecciosa (IMNV).

Controle/Tratamento  Abreviacio Infeccdo viral' Vitamina C Betaglucano®
Controle comercial’ Ref Nao 300 mg/kg” NI
Controle negativo Neg Nao 250 mg/kg® NP
Controle positivo Pos Sim 250 mg/kg® NP
Tratamento 1 VitC Sim 1.160 mg/kg® NI
Tratamento 2 VitCBetG Sim 1.160 mg/kg® 600 mg/kg’
Tratamento 3 BetG Sim 250 mg/kg5 600 mg/kg’

"Infeccdo per os com o virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV).

’3-1,3/ 1,6-glucano (MacroGard®, Immunocorp AS, Oslo, Noruega).

*Racdo comercial contendo 35% de proteina bruta, segundo niveis de garantia do fabricante
(Camaronina 35 hp, Cargill Nutricdo Animal Ltda., Sdo Lourenco da Mata, PE).

“De acordo com os niveis de garantia reportados pelo fabricante (Camaronina 35 hp, Cargill
Nutricdo Animal Ltda., Sao Lourengo da Mata, PE).

*Nio ocorreu inclusdo.

®Rovimix Camardes Intensivo (DSM Produtos Nutricionais Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP).

"Acido L-ascérbico-2-monofosfato (Rovimix Stay—C® 35%, DSM Produtos Nutricionais Brasil

Ltda., Sao Paulo, SP).
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Figura 2.

QOO0
QOO0
QOO0
QOO0
QOO0
QOO0

—_—

1

Neg Pos VitC VitCBetG BetG

Distribui¢dao dos tanques de cultivo com seus respectivos tratamentos. Ref,
racdo comercial; Neg, racdo controle negativo; Pos, racao controle positivo;
VitC, racdo contendo 250 mg/kg de dcido L-ascorbico-2-monofosfato;
VitCBetG, racido contendo 1.160 mg/kg de 4cido L-ascorbico-2-monofosfato
em combinagdo com 600 mg/kg de B-1,3/1,6-glucano; e BetG, racdo
contendo 600 mg/kg de B-1,3/1,6-glucano.
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3.5 Formulagdo e Fabricacdo de Racdo

As racdes foram formuladas por meio da ferramenta de programacao linear Solver
do Microsoft® Office Excel 2003 SP2. As racdes isocaléricas e isoprotéicas foram
desenhadas para resultar em uma mesma composi¢do e balanceamento nutricional,
exceto no que diz respeito as inclusdes de acido L-ascorbico-2-monofosfato e $-1,3/1,6-
glucano. As inclusdes destes aditivos foram equilibradas com o aporte de betonita numa
inclusdo de 0,4% (Tabela 2).

O processo de fabricacdo das ragdes experimentais iniciou-se com a moagem
(moinho tipo Willye, modelo MA-680, Marconi Equipamentos para Laboratério Ltda.,
Piracicaba, SP) do farelo de soja, quirera de arroz e farinha de peixe nacional em malha
com 600 um. Subsequentemente, estes ingredientes juntamente com a farinha de peixe
Peruana foram individualmente peneirados em malha de 250 um.

Apd6s a moagem, todos os ingredientes sélidos e liquidos foram pesados em
balanca eletronica de precisdo (Ohaus Adventurer, Toledo do Brasil, Sdo Paulo, SP) e
misturados em uma batedeira planetaria industrial para massas (G. Paniz, modelo BP-12
super, Caxias do Sul, RS) durante 10 minutos. Apds este periodo, dgua doce a uma
temperatura 92°C foi adicionada a mistura de ingredientes na proporcdo de 2,0:1,5. Os
ingredientes foram misturados por um tempo adicional de 10 minutos até a formacao de
um bolo. O bolo de ingredientes foi entdo transferido para uma cuscuzeira ¢ mantido
sob cozimento a vapor durante 40 min. O bolo cozido foi submetido a extrusdo em um
moedor industrial para carnes (C.A.F., modelo CAF-32, Rio Claro, SP) equipado com
uma matriz de 2,0 mm. Durante a extrusdo houve a forma¢do de uma massa na forma de
spaghetti, o qual foi distribuido em bandejas de ago inox para secagem a 65°C em uma
estufa com circulagdo e renovacdo de ar (estufa de secagem especial, Modelo MA-
035/3, Marconi Equipamentos para Laboratério Ltda., Piracicaba, SP) durante 5 h. A
massa foi revirada a cada 2 h de secagem para alcangar uma umidade homogénea em
toda racdo. Findo o processo de secagem a racao foi cortada em pellets conicos com 5,0
cm de comprimento em um multiprocessador, embalada em sacos plésticos, identificada
e armazenada sob temperatura de -22°C. Amostras de racdo foram analisadas
bromatologicamente para proteina bruta, extrato etéreo, cinzas, fibra bruta e energia

bruta de acordo com a metodologia proposta pela AOAC (1984).
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Tabela 2. Composi¢do das racdes experimentais (g/kg de dieta) empregadas no

estudo.
Tipo de Racdo' (g/kg de dieta)

Ingredientes Neg/Pos VitC VitCBetG BetG
Farinha de trigo” 350,00 350,00 350,00 350,00
Farelo de soja’ 220,79 220,79 220,79 220,79
Quirera de arroz” 70,00 70,00 70,00 70,00
Farinha de peixe Peruana’ 167,11 167,11 167,11 167,11
Farinha de peixe nacional® 100,00 100,00 100,00 100,00
Oleo de peixe’ 30,00 30,00 30,00 30,00
Lecitina de sojal8 20,00 20,00 20,00 20,00
Colesterol’ 1,50 1,50 1,50 1,50
Atrativo" 5,00 5,00 5,00 5,00
Sal 10,00 10,00 10,00 10,00
Premix vitaminico e mineral'! 10,00 10,00 10,00 10,00
Aglutinante sintético'? 5,00 5,00 5,00 5,00
Fosfato de calcio monobasico 12,00 12,00 12,00 12,00
Betonita 3,60 1,00 0,00 2,60
Rovimix Stay-C® 35%" 0,00 2,60 2,60 0,00
Macrogard®"* 0,00 0,00 1,00 1,00

Ref, racdo comercial; Neg, racdo controle negativo; Pos, ragao controle positivo; VitC, racdo
contendo 250 mg/kg de 4cido L-ascdrbico-2-monofosfato; VitCBetG, racao contendo 1.160
mg/kg de dcido L-ascérbico-2-monofosfato em combinag¢do com 600 mg/kg de B-1,3/1,6-
glucano; e BetG, racio contendo 600 mg/kg de 5-1,3/ 1,6-glucano.213,04% proteina bruta (PB);
1,23% extrato etéreo (EE); 0,78% cinzas; 0,06% fibra bruta (FB); 4.306 kcal/kg energia bruta
(EB).

350,00% PB; 2,10% EE; 10,12% cinzas; 7,74% FB; 4.722 kcal/kg EB

*Usina Catende, Catende, PE. 9,21% PB; 1,06% EE; 0,63% cinzas; 1,21% FB; 4.250 kcal/kg
EB.

5Pesquera Capricornio S.A., Lima, Peru. 68,87% PB; 7,15% EE; 16,67% cinzas; 5,46% FB;
4.957 kcal/kg EB.

ETNA Agro Industria Ltda., Capela de Santana, RS. 58.22% PB; 8.18% EE; 27.96% cinzas;
0.85% FB; 4,547 kcal/kg EB.
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798,00% EE; 8.620 kcal/kg EB.

$100,00% EE; 7.590 kcal/kg EB.

’Cholesterol XG, Solvay Pharmaceuticals BV/NL. 91% de pureza.

10AquasavorTM, Bentoli Agrinutrition, Texas, EUA.

"Rovimix Camarao Intensivo. DSM Produtos Nutricionais Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP. Niveis
de garantia por kg: vitamina A, 1.250.000 UI; vitamina D3, 350.000 UI; vitamina E, 25.000 UI;
vitamina K3, 500,0 mg; vitamina B1, 5.000,0 mg; vitamina B2, 4.000,0 mg; vitamina B6; 10,0
mg; dcido nicotinico, 15.000,0 mg; dcido pantoténico, 10.000,0 mg; biotina, 150,0 mg; dcido
félico, 1.250,0 mg; vitamina C, 25.000,0 mg; colina, 50.000,0 mg; colina, 50.000,0 mg; inositol,
20.000,0 mg; ferro 2.000,0 mg; cobre, 3.500,0 mg; cobre quelado, 1.500,0 mg; zinco, 10.500,0
mg; zinco quelado, 4.500,0 mg; manganés, 4.000,0 mg; selénio, 15,0 mg; selénio quelado, 15,0
mg; iodo, 150,0 mg; cobalto, 30,0 mg; cromo 80,0 mg; veiculo q.s.p., 1.000,0 g.

12PegabindTM, Bentoli Agrinutrition, Texas, EUA. Aglutinante sintético a base de uréia
formaldeido.

B Acido L-ascorbico-2-monofosfato, Na,CaysCcHgOoP; Rovimix Stay-C® 35%, DSM Produtos
Nutricionais Brasil Ltda., Sao Paulo, SP.

"*Macrogard®, Immunocorp AS, Oslo, Noruega. 60% de B-1,3/1,6-glucano purificado
(SELJELID et al., 1981).
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3.6 Coleta, Povoamento e Status Patologico dos Camarées Cultivados

Um total de 4.068 animais da espécie Litopenaeus vannamei com 2,58 £ 0,39 g, n
= 11 foi capturado através de tarrafa de um viveiro de engorda da fazenda Sao Francisco
(Amontada, Estado do Ceard), localizado nas coordenadas 3°02°08,49’S e 39°40°53,77”
W. O viveiro operava com uma densidade de 25 animais/m” e salinidade de 9%..

Apos captura, os camardes foram distribuidos em 41 sacos plasticos duplos com
30 1 de capacidade. Os sacos foram cheios até cerca de 40% do seu volume total com
dgua previamente desinfetada com hipoclorito de sédio a 20 ppm, sendo o restante
preenchido com oxigénio puro. Posteriormente, os sacos foram lacrados, acomodados
em caixas de isopor e acondicionados em caminhdo bai para transporte até o
laboratério. No laboratério os animais foram individualmente contados e estocados nos
tanques de cultivo, sob densidade de 57 animais/tanque (i.e., 100 animais/m?).

Para verificar o status patolégico dos camardes estocados, no dia do povoamento
um pool de 30 individuos foi coletado para anélise histopatolégica realizada no Centro
de Diagnéstico de Enfermidades de Camardo Marinho do Instituto de Ciéncias do Mar
(Labomar) da Universidade Federal do Ceard (UFC), seguindo a metodologia descrita
por Lightner (1996). O terceiro par de pleépodos destes mesmos individuos foi
removido e fixado em uma solucdo de etanol a 95% para andlise da reacdo de
polimerase em cadeia (PCR) realizada pelo Laboratério de Patologia em Agqiiicultura da
Universidade do Arizona para as seguintes enfermidades: virus da Sindrome de Taura
(TSV, em inglés Taura Syndrome virus), virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV,
em inglés White Spot Syndrome virus), Infeccdao Viral na Hipoderme e Necrose do
Tecido Hematopoético (IHHNV, em inglés Infectious Hypodermal and Hematopoietic
Necrosis virus) e IMNV. As andlises de reacdo de polimerase em cadeia (PCR)
seguiram os seguintes protocolos: TSV por Nunan et al. (1998); WSSV por Lo et al.,
1996; IHHNYV por Nunan et al. (2000); IMNV por Poulos & Lightner (2006).

3.7 Alimentacdo e Manejo do Sistema de Cultivo

Os camardes foram inicialmente submetidos a um periodo de aclimatacao de 10
dias com uma ragdo fabricada em laboratério contendo 32,78% de proteina bruta,
10,95% de extrato etéreo, 10,22% de cinzas, 8,75% de umidade, 2,30% de calcio e
1,52% de fésforo. Apdés o periodo de aclimatagdo, os animais passaram a Ser

alimentados com suas respectivas racoes até o termino do cultivo no 70° dia.
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Durante todo cultivo, os camardes foram expostos a racdo durante cinco horas ao
dia, das 0730 h as 1000 h e das 1330 h as 1600 h. Toda ra¢do ndo consumida apds 2,5 h
de exposicdo foi coletada, pesada e descartada. A racdo foi fornecida exclusivamente
em bandejas de alimentacdo, confeccionadas com uma tela com malha retangular com
area de 141 mm (abertura da malha de 640 wm e uma altura de 220 um) e envoltas por
um arco de PVC de 150 mm. Durante a alimentagdo, a rac¢do foi dispensada em um cano
de PVC de esgoto com 50 mm de didmetro e 1 m de altura, direcionado para o centro da
bandeja repousada no fundo do tanque.

As biometrias foram conduzidas em um intervalo de 14 dias, coletando-se 14
animais por tanque, sendo estes imediatamente devolvidos para suas respectivas
unidades de cultivo apds determinagdo de peso corporal em balanca de precisdo.
Durante a pesagem, retirou-se o excesso de umidade dos camardes com toalha de papel.
Os tanques de cultivo foram diariamente inspecionados com lanterna para localiza¢ao
de individuos mortos. Quando detectados, foram removidos, contabilizados e
descartados.

As refeicoes didrias seguiram taxas de alimentagdo segundo NUNES &
PARSONS (2000), sofrendo ajustes individuais para cada tanque de cultivo apds
biometria (Tabela 3). As taxas de alimentacdo sofreram uma reducio de 20% sempre na
primeira semana apés a biometria (NUNES ez al., 2006), retornando aos niveis normais
na segunda semana. As refeicdoes foram divididas de forma homogénea para os dois
horérios de arracoamento. Aos domingos, os camardes foram alimentados as 0730 h
com 50% da refeicao didria e expostos a ragdo até o dia seguinte.

Os parametros de qualidade de 4gua (temperatura, salinidade e pH) foram
monitorados um vez ao dia, sempre as 1500 h, durante o decorrer de todo o estudo. A
renovacdo de dgua ocorreu através da retrolavagem dos filtros de areia em um intervalo
de 7 a 10 dias ao longo do ciclo de cultivo. A cada retrolavagem foi drenado cerca de
20% de agua, sendo reposta com dgua salgada previamente desinfetada com hipoclorito

de sédio a 20 ppm.
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Tabela 3. Tabela de arracoamento adotada no cultivo do Litopenaeus vannamnei
conduzido em tanques de 500 1 de volume contendo &dgua clara,

desenvolvido segundo taxas de alimentacdo de NUNES & PARSONS

(2000).
Peso Corporal
Inicial (g) Final (g) Taxa Alimentar (%)1

1,0 1,9 8,0
2,0 2,9 7,5
3,0 3.9 7,0
4,0 4,9 6,5
5,0 5.9 5,5
6,0 6,9 5,0
7,0 7,9 4,5
8,0 8,9 4,0
9,0 9,9 3,5
10,0 10,9 3,0
11,0 11,9 2,5
12,0 12,9 2,0

1 ~ ~ N . ~
refere-se ao percentual de racdo a ser ofertada em relacdo a biomassa estocada de camardes

(populagdo estimada x peso médio populacional)
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3.8 Preparagdo do Homogenado com IMNV e Desafio per os

Para a coleta do homogenado com suspeita de infeccio com o virus da
Mionecrose Infecciosa, foi selecionada a drea geografica do primeiro relato de
ocorréncia do virus no Brasil (Nunes ef al., 2004). Um total de 10 kg de camardes
adultos da espécie Litopenaeus vannamei foi coletado durante a despesca de um viveiro
de engorda da fazenda Aquinor (Aqiiicultura do Nordeste Ltda.) localizado no
municipio do Cajueiro da Praia, Piaui.

Os camardes coletados apresentavam suspeita de infecc¢ao viral devido a presenga
de sinais clinicos compativeis a infeccao por IMNV (NUNES et al., 2004; POULOS et
al., 2006) e uma baixa sobrevivéncia alcancada ao final do ciclo de engorda (i.e., 32%).
Imediatamente apds a captura, os camardes inteiros foram resfriados e congelados a -
20°C. Ap6s transporte ao local do estudo, o material foi mantido sob refrigeragdo a -
22°C. Logo apés a captura dos animais, o terceiro par de pleépodos de um total de 30
individuos foi removido e fixado em etanol 95% para andlise por PCR das enfermidades
indicadas na secc@o 3.6. Para quantificacdo da carga viral no tecido utilizado para o
desafio per os foi realizada uma andlise de RT-PCR pelo Laboratério de Patologia em
Aqtiicultura da Universidade do Arizona seguindo a metodologia descrita por Andrade
et al. (2007). Na despesca dos camardes do presente estudo, os pleépodos de 30 animais
de cada tratamento foram removidos para andlise de PCR para o IMNV.

A infeccdo dos camardes cultivados no presente estudo se deu através da
administracao via oral (i.e., per os) de tecido contaminado com IMNV oriundo de uma
fazenda de engorda, durante trés dias consecutivos, duas vezes ao dia. Os
procedimentos do desafio per os com o inoculo ocorreu conforme descrito por Hasson
et al. (1995) e Wang et al. (1999), com algumas modificacdes. O desafio teve inicio no
29° dia de exposicdo dos camardes cultivados as racdes experimentais, quando 0s
animais alcancaram entre 4,93 g e 6,92 g (minimo e maximo) de peso corporal. O
tamanho das refeicoes foi determinado a base seca (inoculo com umidade de 77,3 +
0,74%; n = 5), conforme a biomassa estimada de camardes, com taxas de alimentacdo
variando de 4,0% a 5,2%. A variacao das taxas de alimentacdo foi fun¢do do peso
corporal médio dos camardes de cada tanque de cultivo, determinado um dia de
antecedéncia ao inicio do desafio. Durante o desafio, a alimentagdo dos camardes nos
tratamentos controle (Ref e Neg) procedeu de forma normal, através do fornecimento

das suas respectivas ragdes.
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3.9 Avaliagées Imunologicas
3.9.1 Desenho Amostral

Alguns parametros imunoldgicos foram avaliados nos seguintes periodos de
cultivo: (1) dois dias antes do inicio do desafio per os (i.e., no 27° dia de exposi¢do as
racdes experimentais); (2) 17 dias apds o término do desafio per os (i.e., 48° dia de
exposicdo as racgdes experimentais); e, (4) no momento da despesca (70° dia de
exposicao as racdes experimentais ou 41 dias apds o dia inicial da infeccao).

Para cada dia de amostragem, foi coletada a hemolinfa de 30 animais por
tratamento oriundo de um total de cinco tanques de cultivo. Deste total, foram formados
seis pools, sendo trés para contagem total de hemdcitos e trés para preparacdo de soro
empregado na determinagdo da concentracdo Protéica e atividade da enzima
fenoloxidase (PO). Cada pool continha cinco animais derivado de um animal por tanque
de cultivo. Apds a amostragem, os camardes coletados foram devolvidos aos seus
respectivos tanques de cultivo. Cada individuo somente foi amostrado uma tUnica vez
durante o estudo. Para evitar a recaptura, os camardes amostrados foram marcados com

uma liga de borracha posicionada na base do pedinculo ocular direito (Figura 3).

3.9.2 Coleta de Hemolinfa e Preparacdo do Soro

A hemolinfa dos camardes foi coletada através de uma seringa (I ml) com
agulha 25X7mm 22Gl1, posicionada na regido ventral do abdomen, entre o ultimo
esternito cefalotordxico e o primeiro abdominal. Antes da coleta, a regido abdominal
dos camardes foi higienizada com papel absorvente embebido em élcool 70% (Figura
3). A hemolinfa coletada foi mantida a 4°C por um periodo de 24 h para coagulagio.
Ap6s esse periodo, a hemolinfa foi congelada por 10 min e descongelada, por trés vezes
consecutivas. Apos este processo, a amostra foi centrifugada por trés vezes a 16.000 g
para lise celular por um periodo de 10 min por centrifugacdo, com o objetivo de
remo¢do do codgulo e coleta do sobrenadante ou soro. O soro foi imediatamente

estocado a -18°C para posterior andlise.
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Figura 3. Marcacdo dos camardes com liga de borracha (A e B), seguido da coleta

de hemolinfa (C e D).
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3.9.3 Contagem Total de Hemécitos (THC)

Para determinar os hemogramas dos diferentes grupos de camardes, a hemolinfa
foi coletada diretamente em formol 5% em anticoagulante (27 mM Citrato de Sddio,
336 mM NaCl, 115 mM glicose e 9 mM EDTA, pH 7,6), sendo diluida oito vezes. A
contagem de hemdcitos seguiu a metodologia descrita por Moura et al. (2003). No
presente estudo, a contagem foi realizada em uma camara de Neubauer em microscépio

com resolucao de 40X16.

3.9.4 Determinagdo da Concentrac¢do Protéica
A concentragdo protéica do soro dos grupos de camardes analisados foi
determinada através do método de BRADFORD (1976), utilizando soro albumina

bovina (BSA) como padrao

3.9.5 Determinagdo da Atividade da Enzima Fenoloxidase (PO)

A atividade da PO nas amostras de soro foi verificada espectrofotometricamente
(490 nm), através da formacdo do pigmento vermelho-coral DOPA-cromo, proveniente
da oxidagcdo do substrato enzimdtico L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) pela PO do
soro. Para determinar a atividade da PO, as amostras de soro foram diluidas (1:14) em
TBS (TRIS 10 mM, NaCl 336 mM, CaCl, 5 mM, MgCl, 10 mM, pH 7,6) e uma
aliquota de 50 ul dessa solucdo foi pré-incubada com um volume igual de um indutor da
atividade enzimadtica, a serino-protease tripsina (SIGMA) (Img/ml), durante 5 min a
20°C (MAGGIONI et al., 2004). As serino-proteases tém a propriedade de clivar a
forma zimogénica enzimatica proPO para a forma ativa PO. Nos controles, o indutor foi
substituido por um volume equivalente de TBS. Apds incubacgdo, foi adicionado um
volume de 50 pul do substrato enzimético L-DOPA (3 mg/ml) procedendo-se a leitura
das absorbancias em Leitora de microplacas (490 nm) apés 5, 10, 20 e 30min. A
atividade enzimética especifica da PO foi expressa pela variagao da absorbancia (490
nm) por minuto e por miligrama de proteinas totais nas amostras. Uma (1) unidade de
atividade enzimadtica equivale ao aumento de 0,001 na absorbancia, por min a 20°C e

por miligrama de proteina (SODERHALL & HALL, 1984).

3.10 Andlises Estatisticas
As andlises estatisticas foram realizadas com o programa Statistical Package for

Social Sciences, versdao Windows 15.0.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, EUA). A Anélise
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de Variancia Univariada (ANOVA) foi aplicada para determinar as diferencas
estatisticas entre trés ou mais tratamentos. O teste a posteriori de Scheffé foi utilizado
para examinar as diferencas estatisticas individuais entre tratamentos, quando
observadas diferencas estatisticas ao nivel de significancia de 0,05. O teste ¢ foi aplicado
para testar a igualdade entre duas varidveis. Para andlise de correlacdo entre as

variaveis, empregou-se o Coeficiente de Correlacdo de Pearson (r).



Sabry, H.-N. Aumento da Resisténcia Imunolégica no Camarao Branco... 23

4. RESULTADOS

4.1 Parametros de Qualidade de Agua

Um total de 5.400 leituras de temperatura, pH e salinidade foram realizados ao
longo de 70 dias de cultivo do camardo Litopenaeus vannamei em tanques de cultivo de
500 1 com 4gua clara (Tabela 4). A temperatura (28,4 + 0,62°C) ndo exibiu diferencas
estatisticas significativas entre tratamentos (P > 0,05; ANOVA). Apesar do pH e da
salinidade da 4gua terem exibido pouca variacdo entre tratamentos, diferencas
estatisticamente significativas foram detectadas para estas varidveis (P < 0,05;
ANOVA). Niveis mais elevados de pH foram observados para os tratamentos VitC,
VitCBetG e BetG quando comparados aos tratamentos controle Ref, Neg e Pos (P <
0,05; ANOVA). Igualmente, o tratamento BetG exibiu niveis de salinidade mais baixos
comparados aos tratamentos Ref, Neg e VitCBetG (P < 0,05; ANOVA), contudo nao
se diferenciaram estatisticamente dos tratamentos Pos e VitC (P > 0,05; ANOVA).

Os parametros de qualidade de 4gua sofreram alteragdes ao longo do cultivo
(Figura 4). O pH exibiu uma tendéncia de aumento até o 29° dia de cultivo, seguido de
uma queda até a despesca quando alcancou uma média de 7,1. A salinidade aumentou
de forma progressiva até o término do cultivo variando de um minimo de 31%o no 4° dia
de cultivo até um maximo de 39%o no 68° dia de cultivo. A temperatura apresentou-se
de forma regular ao longo do cultivo, variando de um minimo de 27,1°C a um maximo

de 29,7°C.

4.2 Bromatolégia das Racoes Empregadas

Com excecdo da racdo comercial Ref, as demais ra¢des fabricadas em laboratério
(ragdes experimentais) apresentaram pouca variagdo em seu perfil nutricional. O teor
protéico das ragdes variou de 31,28 + 0,09% (racdo BetG) até 36,57 + 0,15% (Ref).
Comparativamente, a racdo Ref exibiu niveis estatisticamente mais elevados para a
proteina bruta, cinzas e fibra bruta (P < 0,05; ANOVA; Tabela 4). Por outro lado, o
extrato etéreo da ragdo Ref foi estatisticamente inferior em relacdo as racdes fabricadas
em laboratério (P < 0,05; ANOVA). A energia bruta alcangcou uma média de 3.733 +
82,5 kcal/kg e ndo exibiu uma diferencga estatistica significativa entre ragdes (P > 0,05;

ANOVA; Tabela 5).
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Tabela 4. Média de pH, salinidade (%o) e temperatura (°C) + desvio padrido da dgua
empregada no cultivo do camardo Litopenaeus vannamei. Linhas com
letras iguais indicam diferencga estatistica ndo significativa entre ra¢des ao
nivel de a = 0,05 segundo o teste a posteriori de Scheffé. Valores em
parénteses indicam leituras minimas e mdximas.

Parimetros de Qualidade de Agua
Tipo de Ragzio1 pH Salinidade (%o0) Temperatura (°C)

Ref 7,4 £0,19a 35+1,9a 28,5 £ 0,66a
(6,76 —7,99) (31-139) (27,0 -29,9)
Neg 7,4 £0,18a 35+2,0a 28,4 £0,65a
(6,92 —8,04) (31-139) (27,0 -29,9)
Pos 7,4 +£0,17a 35+ 1,9ab 28,5 £ 0,64a
(7,03 — 8,04) (31-139) (27,0 — 30,0)
VitC 7,5 £0,14b 35+ 1,8ab 28,4 £ 0,60a
(7,10 -8,07) (31-138) (26,9 —29,9)
VitCBetG 7,5 +0,16b 35+2,0a 28,3 £0,59a
(7,03 — 8,08) (31-39) (26,9 — 29,8)
BetG 7,5 £0,15b 34 +2,1b 28,3 +£0,57a
(7,20 - 8,07) (30-38) (27,1 —29,8)

P ANOVA <0,05 <0,05 NS®

n’ 1.800 1.800 1.800

Ref, racdo comercial; Neg, racdo controle negativo; Pos, racdo controle positivo; VitC, racio

contendo 250 mg/kg de 4cido L-ascérbico-2-monofosfato; VitCBetG, ragdo contendo 1.160

mg/kg de 4acido L-ascorbico-2-monofosfato em combinacdo com 600 mg/kg de $-1,3/1,6-

glucano; e BetG, racio contendo 600 mg/kg de B-1,3/1,6-glucano.

°NS, diferenca estatistica nio significativa ao nivel de a = 0,05 segundo a Anlise de Variancia

Univariada (One-Way ANOVA).

Sntdmero total de leituras.
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Figura 4.

Variagdo didria nos parametros de qualidade de dgua ao longo do cultivo
de 70 dias do Litopenaeus vannnamei. Ref, racdo comercial; Neg, racdo
controle negativo; Pos, racdo controle positivo; VitC, racdo contendo 250
mg/kg de acido L-ascérbico-2-monofosfato; VitCBetG, racdo contendo
1.160 mg/kg de acido L-ascorbico-2-monofosfato em combinacdo com

600 mg/kg de B-1,3/1,6-glucano; e BetG, racdo contendo 600 mg/kg de B3-
1,3/1,6-glucano.
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Tabela 5. Andlise bromatolégica das racdes empregadas no estudo de desempenho zootécnico e imunoldgico do camardo Litopenaeus
vannamei apos infec¢do com o virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV). Valores apresentados como média + desvio padrio.
Todos os parametros bromatolégicos foram realizados em duplicata, exceto energia bruta (EB) que foi conduzida em triplicata.
Linhas com letras iguais indicam diferenca estatistica nao significativa entre ragdes ao nivel de a = 0,05 segundo o teste a

posteriori de Scheffé.

Perfil Nutricional™>

Tipo de Ragdo' PB (%) EE (%) Cinzas (%) FB (%) EB (kcal/kg)
Ref 36,57 £0,15a 8,7+0,2a 10,6 £ 0,00a 7,6 +0,1a 3.713 £83,3a
Pos/Neg 31,37 £ 0,00b 10,1 +£0,2b 10,0 £ 0,07b 5,1 £0,1b 3.706 £ 97,2a
VitC 31,34 £ 0,15b 9,9 +0,2b 10,1 £ 0,09b 4,5 +0,1c 3.773 £ 81,5a
VitCBetG 31,35 +£0,02b 10,3 £0,2b 10,1 £0,01b 5,2+0,2b 3.656 £ 61,3a
BetG 31,28 £ 0,09b 9,9 +£0,2b 10,3 +0,01ab 4,3 +0,1bc 3.817 £25,6a

P ANOVA < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,05 NS

'Ref, racio comercial; Neg, racio controle negativo; Pos, racio controle positivo; VitC, racio contendo 250 mg/kg de 4cido L-ascSrbico-2-monofosfato;
VitCBetG, racdo contendo 1.160 mg/kg de dcido L-ascorbico-2-monofosfato em combinac¢éo com 600 mg/kg de B-1,3/1,6-glucano; e BetG, racdo contendo
600 mg/kg de B-1,3/1,6-glucano.

2PB, proteina bruta; EE, extrato etéreo; FB, fibra bruta; EB, energia bruta.

’NS, diferenca estatistica nio significativa ao nivel de a = 0,05 segundo a Anlise de Varidncia Univariada (One-Way ANOVA).
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4.3 Status Patologico dos Camarées Cultivados e do Homogenado

As andlises de PCR e as avaliagGes histopatolégicas indicaram que os camardes
empregados no presente estudo estavam livres das principais enfermidades virais (i.e.,
TSV, WSSV, IHHNV, IMNV; Tabela 6; Anexos I e II). O laudo histopatolégico
emitido pelo CEDECAM do Instituto de Ciéncias do Mar (Labomar/UFC) indicou que
“ndo houve nenhum achado histolégico compativel com enfermidades de etiologia viral
ou bacterioldgica e de um modo geral o material analisado apresentou caracteristicas
normociticas e normocromicas”.

Por outro lado, o homogenado empregado no desafio per os apresentou-se
negativo para os virus TSV, WSSV e IHHNV, mas positivo para IMNV (Tabela 6;
Anexo I). Ainda segundo anélise de RT-PCR em tempo real, o homogenado apresentou
uma carga viral de 1,82 x 10° cépias de IMNV/ul RNA (Anexo IIT).

Ao término do estudo, andlises de PCR com camardes despescados confirmaram
que todos os tratamentos, com exce¢do do tratamento controle Ref, apresentavam

animais contaminados com o IMNYV (Tabela 6; Anexo IV).

4.4 Crescimento dos Camarées Cultivados

Os camardes cresceram em um ritmo continuo durante todo periodo do estudo
(Tabela 7). Na despesca, apds 70 dias de cultivo, os animais alcancaram um peso
corporal entre 9,07 =+ 1,48 g (BetG) e 11,11 + 1,86 g (Pos). Diferengas estatisticas
significativas no peso corporal dos camardes apareceram 14 dias apds o inicio do
cultivo quando os animais submetidos ao tratamento BetG exibiram um menor peso
corporal comparado aos demais (exceto ao tratamento Pos e a VitCBetG; P < 0,05;
ANOVA). Entre o 28° e o 56° dias de cultivo a tendéncia de menor peso corporal no
tratamento BetG ficou estabelecida. Na despesca, os camardes dos tratamentos Pos,
VitC e VitCBetG exibiram um maior peso corporal em relacdo aos animais no
tratamento BetG (P < 0,05; ANOVA). Os camardes alimentados com Ref e BetG nao
apresentaram diferencas estatisticas significativas ao término do cultivo (P > 0,05;
ANOVA).

O ganho de peso semanal dos camardes (g/semana) exibiu uma tendéncia de
aumento com o tempo de cultivo. O crescimento semanal variou de 0,56 g no 14° dia de
cultivo para 0,77 g na ultima semana de cultivo. Contudo, ndo foi observada diferenca
estatistica significativa entre tratamentos para este parametro ao longo do cultivo (P >

0,05; ANOVA; Figura 5).
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Tabela 6. Resultado das andlises de histopatologica e de PCR realizadas nos
camardes povoados no inicio do estudo, no homogenado empregado para
o desafio per os e nos camardes despescados oriundo dos diferentes

tratamentos estudados.

Andlise Patologica

Material analisado' Histopatologia PCR”
Camardes povoados Ausente de virus e TSV—, WSSV—, IHHNV—,
bactérias IMNV-
Homogenado ND? TSV—, WSSV—, IHHNV—,
IMNV+

Camardes despescados

Ref ND IMNV-
Pos/Neg ND IMNV+
VitC ND IMNV+
VitCBetG ND IMNV+
BetG ND IMNV+

Ref, racdo comercial; Neg, racdo controle negativo; Pos, racdo controle positivo; VitC, racdo
contendo 250 mg/kg de 4cido L-ascérbico-2-monofosfato; VitCBetG, ragdo contendo 1.160
mg/kg de 4cido L-ascorbico-2-monofosfato em combinacdo com 600 mg/kg de $-1,3/1,6-
glucano; e BetG, racdo contendo 600 mg/kg de -1,3/ 1,6-glucano.2Cada amostra analisada foi
constituida de um pool de pleépodos removido de um total de 30 individuos

’ND, ndo disponivel
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Tabela 7. Peso médio corporal (g) + desvio padrdo do camardo Litopenaeus vannamei ao longo de 70 dias de cultivo em tanques de 500
L com 4gua clara. Médias representam o peso corporal de um total de 70 animais oriundos de cinco tanques de cultivo. Linhas
com letras iguais indicam diferenca estatistica nao significativa entre tratamentos ao nivel de a = 0,05 segundo o teste a

posteriori de Scheffé. O desafio per os com o IMNV ocorreu entre o 30° e o 33° dia de cultivo nos tratamentos Pos, VitC,

VitBetG e BetG.
Dias de Cultivo/Peso Corporal (g)
Tipo de Ragdo' 0 14 28 42 56 70
Ref 3,58 £0,53a 4,80 £0,81a 5,98 £ 0,95ab 7,49 + 1,18 8,82 + 1,68a 9,70 + 1,71ab
Neg 3,52 £0,55a 4,72 + 0,68a 6,02 £ 0,95ab 7,06 + 1,407 8,41 £ 1,52a 9,88 + 1,85a
Pos 3,51 £0,58a 4,64 + 0,68ab 6,37 = 1,06b 7,69 + 1,08° 9,73 +1,70b 11,11 £ 1,86¢
VitC 3,51 £0,56a 4,84 +0,71a 6,15 +0,92b 7,31 £ 1,14° 8,76 £ 1,39a 10,50 + 1,80ac
VitCBetG 3,46 £ 0,56a 4,44 + 0,66ab 5,93 + 1,02ab 7,11 £ 1,26* 8,30 £ 1,10a 10,16 £ 1,94ac
BetG 3,41 £0,55a 4,27 £ 0,65b 5,49 £0,81a 6,36 + 0,94b 7,46 £ 1,25¢ 9,07 + 1,48b
P ANOVA NS’ < 0,05 <0,05 < 0,05 <0,05 < 0,05

Ref, racdo comercial; Neg, racdo controle negativo; Pos, racido controle positivo; VitC, ragdao contendo 250 mg/kg de acido L-ascérbico-2-monofosfato;
VitCBetG, racdo contendo 1.160 mg/kg de acido L-ascorbico-2-monofosfato em combinagdo com 600 mg/kg de B-1,3/1,6-glucano; e BetG, racdo
contendo 600 mg/kg de B-1,3/1,6-glucano.

*Representa a média de todos os animais coletados na despesca.

’NS, diferenca estatistica nio significativa segundo o Teste de Univaridncia (ANOVA).
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Figura 5. Ganho de peso semanal (g/semana) + erro padrdo (n = 30) do camardo

Litopenaeus vannamei alimentado com seis racdes antes e depois de
desafio per os com o IMNV. Os camardes dos tratamentos Pos, VitC,
VitBetG e BetG foram desafiados com o IMNV entre o 30° e o 33°
dias de cultivo. Ref, racdo comercial; Neg, racdo controle negativo;
Pos, racdo controle positivo; VitC, racao contendo 250 mg/kg de acido
L-ascorbico-2-monofosfato; VitCBetG, racdo contendo 1.160 mg/kg
de acido L-ascoérbico-2-monofosfato em combinacdo com 600 mg/kg
de B-1,3/1,6-glucano; e BetG, racdo contendo 600 mg/kg de B-1,3/1,6-

glucano.

31
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4.5 Sobrevivéncia dos Camarées Cultivados

A sobrevivéncia dos camardes decresceu de forma progressiva ao longo do cultivo,
independente do tratamento adotado (Figura 6). Uma mortalidade elevada de camardes foi
observada no 56° dia de cultivo, logo apds a quinta biometria. Esta mortalidade ocorreu 29
dias ap6s o primeiro dia de desafio per os com o IMNV.

A queda na sobrevivéncia dos camardes foi da ordem de 26,1%, 39,0%, 94,3%,
27,0%, 32,8% e 20,3%, respectivamente, para os tratamentos Ref, Neg, Pos, VitC,
VitCBetG e BetG. As menores perdas ocorrem nos tratamentos que nao foram submetidos
ao desafio per os com IMNN (Ref e Neg) e os que foram alimentados com as racdes VitC
e BetG.

Na despesca dos camardes, apds 70 dias de cultivo, a sobrevivéncia final variou de
um minimo de 22,8 + 4,9% para o tratamento VitC a um maximo de 69,5 + 5,7% para o
tratamento Ref (Figura 8). De acordo com o teste a posteriori de Scheffé a sobrevivéncia
final dos animais nos tratamentos Ref (69,5 + 5,7%) ¢ Neg (57,9 + 4,1%) ndo exibiram
diferenca estatistica significativa (P > 0,05), contudo diferenciaram-se estatisticamente da
sobrevivéncia nos tratamentos Pos (23,2 + 2,6%), VitC (22,8 + 4,9%) e VitCBetG (31,2 +
2,0%; P < 0,05). Nao foi detectada diferenca estatistica significativa entre os tratamentos
Neg e BetG (48,1 + 3,1%) nem entre os tratamentos VitCBetG e BetG (P > 0,05; teste de
Scheffé).

Quando se avaliamos fatores que podem ter contribuido para reducdo ou manutengao
dos indices de sobrevivéncia (Figura 7), o peso corporal dos camardes foi o que exibiu uma
maior correlacdo (r = - 0,892). Contudo, todos os fatores analisados (ciclo lunar, tipo de
racdo e desafio per os) exibiram uma correlacdo linear estatisticamente significativa com a
sobrevivéncia (P < 0,05; Coeficiente de Pearson), porém com um baixo nivel de

correlacdo.

4.6 Pardametros Imunologicos

A contagem total de hemocitos (CTH) do camardo Litopenaeus vannamei nao
apresentou diferenca estatistica significativa (P > 0,05; ANOVA; Tabela 9) entre os
tratamentos avaliados com 27 (i.e., dois dias antes da infec¢do per os) e 70 dias de cultivo
(no momento da despesca). Entretanto, apés 17 dias do desafio (48° dia de cultivo) foi
constatado uma diferenca estatisticamente significativa na CTH entre alguns tratamentos

estudados (P < 0,05; ANOVA).
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Figura 6. Variagdo na sobrevivéncia do L. vannamei ao longo de 70 dias de cultivo em relacdo ao peso médio corporal e a fase lunar. Linhas
pontilhadas indicam primeiro dia (40° dia) da infec¢do oral com o virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV). Ref, racdo comercial;
Neg, racao controle negativo; Pos, racdo controle positivo; VitC, racdo contendo 250 mg/kg de dcido L-ascérbico-2-monofosfato;
VitCBetG, racdo contendo 1.160 mg/kg de acido L-ascérbico-2-monofosfato em combinacdo com 600 mg/kg de B-1,3/1,6-
glucano; e BetG, racido contendo 600 mg/kg de B-1,3/ 1,6—g1ucan0.© , lua nova; C lua quarto crescente; O, lua cheia; ), lua quarto

minguante. Linha horizontal pontilhada indica o 1° dia do desafio per os (30° dia).
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Sobrevivéncia Final

Figura 7.
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Sobrevivéncia (%) média final + erro padrdo do camario Litopenaeus
vannamei ap6s 70 dias de cultivo e infec¢do com o virus da Mionecrose
Infecciosa (IMNV). Os animais foram alimentados com seis diferentes
tipos de racdo: Ref, racdo comercial; Neg, racdo controle negativo; Pos,
ra¢do controle positivo; VitC, racdo contendo 250 mg/kg de acido L-
ascorbico-2-monofosfato; VitCBetG, racdo contendo 1.160 mg/kg de
acido L-ascérbico-2-monofosfato em combinagdo com 600 mg/kg de B-
1,3/1,6-glucano; e BetG, racdo contendo 600 mg/kg de B-1,3/1,6-
glucano. Colunas com letras iguais indicam diferenca estatistica nao
significativa entre tratamentos ao nivel de a = 0,05 segundo o teste a

posteriori de Scheffé.
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Tabela8.  Correlagdo entre sobrevivéncia de camardes, crescimento corporal (g),
ciclo lunar e tipo de racdo utilizada segundo o Coeficiente de Pearson ().
As observagdes de sobrevivéncia empregadas nas andlises de correlagdo
representam valores didrios (ciclo lunar e infec¢do com IMNYV), semanais
(crescimento) ou finais (tipo de racdo). As interagdes significativas ao nivel

de o= 0,001 segundo o Coeficiente de Pearson (r) sdo indicadas por " .

Varidveis/Correlacdo de Pearson

Ciclo Lunar' Crescimento” Tipo de Racio’ Desafio per os”
Racdo 0,204 0,892 -0,470" -0,149"
N 1.950 150 30 1.380

'Lua nova, lua quarto crescente, lua cheia, lua quarto minguante.

*Peso corporal (g) dos camardes ao longo do cultivo.

? Ref, racio comercial; Neg, racdo controle negativo; Pos, racio controle positivo; VitC, racio
contendo 250 mg/kg de 4cido L-ascorbico-2-monofosfato; VitCBetG, racdo contendo 1.160 mg/kg
de dcido L-ascérbico-2-monofosfato em combinacdo com 600 mg/kg de 3-1,3/1,6-glucano; e BetG,
racdo contendo 600 mg/kg de 8-1,3/1,6-glucano.

*Desafio per os com o virus da Mionecrose Infecciosa

**A correlagdo € significativa ao nivel de a = 0,01 segundo o coeficiente de Pearson.
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No 48° dia de cultivo, as maiores contagens totais de hemdcitos foram detectadas
para os tratamentos Ref, Neg, Pos e VitC as quais apresentaram valores maximo e minimo
de 32.185 + 4.502 cels./mm’ e 23.323 cels./mm”, para POS e VITC respectivamente. Neste
dia, os camardes alimentados nos tratamentos VitCBetG e BetG exibiram os menores
valores de CTH (Tabela 9). Ao longo do cultivo, ocorreu um aumento estatisticamente
significativo na CTH nos tratamentos Neg e VitCBetG (P < 0,05; ANOVA). No Pos, a
CTH sofreu um aumento significativo apds o desafio per os, seguido de uma queda
(Tabela 9; P < 0,05; ANOVA). Nos demais tratamentos (Ref, VitC e BetG) nio houve
diferenca estatisticamente significativa ao longo do cultivo (P > 0,05; ANOVA).

A concentracdo de proteinas totais no soro do camardo L. vannamei antes do desafio
per os variou de um minimo de 101 = 13,2 mg/l (Pos) a um médximo de 118 + 7,9 mg/L
(BetG), contudo ndo apresentou diferencga estatistica significativa entre tratamentos (P >
0,05; ANOVA; Tabela 10). Mesmo apds 17 dias do término do desafio per os com IMNV
(dia 48°) e na despesca (70° dia), os camardes cultivados ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa na concentragdao de proteina total entre tratamentos (P > 0,05;
ANOVA). Apesar de ter sido observada uma queda da concentrac@o de proteina total apds
a infeccdao com o IMNV e uma leve recuperacdo na despesca, as diferencas nao observadas
nao foram estatisticamente significativas (P > 0,05; ANOVA).

A atividade especifica da enzima fenoloxidase (PO, U/min/mg) no soro do camardo
L. vannamei antes do desafio per os (27° dia) exibiu niveis estatisticamente mais elevados
para os animais submetidos ao tratamento VitC comparado aos demais (P < 0,05; teste de
Scheffé; Tabela 11). Contudo este tratamento nao se diferenciou estatisticamente dos
tratamentos VitCBetG e BetG (P > 0,05; teste de Scheffé). Estes ultimos exibiram niveis
de atividade da enzima PO semelhantes aos animais submetidos aos tratamentos Ref, Neg
e Pos (P > 0,05; ANOVA). Apds o desafio per os (48° dia) e na despesca (70° dia), os
tratamentos ndo se diferenciaram estatisticamente em relagdo a atividade da enzima PO (P
> (0,05; ANOVA).

Ao longo do cultivo, apesar de ter sido detectada uma variacdo na atividade PO
semelhante & concentragdo de proteinas totais na maioria dos tratamentos (queda apds

infeccdo per os, seguida de leve recuperagdo na despesca), esta variacdo ndo foi
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Tabela 9. Numero total de hemdcitos (cels./mm3 ) na hemolinfa do camardo Litopenaeus vannamei em trés estagios de cultivo, antes
e apds um desafio per os com o virus IMNV. Valores apresentados como média + desvio padrdo. Cada valor representa a
média de trés pools de um total de 15 animais por tratamento. As leituras foram realizadas em duplicata para cada pool.
Letras em mintsculo e maidsculo em comum indicam diferenca estatistica ndo significativa entre tratamentos (colunas) e

dias de cultivo (linhas), respectivamente, ao nivel de a = 0,05 segundo o teste a posteriori de Scheffé.

Dias de Cultivo!/No. de Células (cels./mm3)

Tipo de

Racio’ Dia 27 Dia 48 Dia 70 P ANOVA
Ref 19.934 + 4.137aA 27.243 +5.577aAC 25.667 + 7.088aA NS’
Neg 16.930 +2.916aA 24.290 + 4.226bABC 29.157 + 1.700bA <0,05
Pos 15.140 + 2.380aA 32.185 +4.502bC 24.693 + 3.048cA <0,05
VitC 22.055 + 6.881aA 23.323 + 4.8452ABC 26.310 + 7.538aA NS’
VitCBetG 14.540 + 1.738aA 21.090 + 3.038bAB 29.760 + 3.390cA <0,05
BetG 16.090 + 4.242aA 17.783 +2.707aB 21.703 + 5.671aA NS’

P ANOVA NS’ <0,05 NS* -

"Dia 27, dois dias antes do inicio do desafio per os; Dia 48, 17 dias apds o término do desafio per os ; Dia 70, no momento da despesca.

*Ref, racio comercial; Neg, racio controle negativo; Pos, racio controle positivo; VitC, ragdo contendo 250 mg/kg de 4cido L-ascorbico-2-
monofosfato; VitCBetG, racdo contendo 1.160 mg/kg de dcido L-ascérbico-2-monofosfato em combinagdo com 600 mg/kg de B-1,3/1,6-glucano;
e BetG, racdo contendo 600 mg/kg de B-1,3/1,6-glucano.

’NS, diferenca estatistica ndo significativa ao nivel a = 0,05 segundo o Teste de Univaridncia (One-Way ANOVA).
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Tabela 10. Concentracdo de proteinas totais (mg/l) no soro do camardo Lifopenaeus
vannamei estimada pelo método de Bradford (1976) em trés estdgios de
cultivo, antes e ap6s um desafio per os com o virus IMNV. Valores
apresentados como média + desvio padrdo. Cada valor representa a média
de trés pools de um total de 30 animais por tratamento. As andlises foram
realizadas em duplicata para cada pool. Letras em mindsculo e maitsculo
em comum indicam diferenca estatistica ndo significativa entre
tratamentos (colunas) e dias de cultivo (linhas), respectivamente, ao nivel
de a = 0,05 segundo o teste a posteriori de Scheffé.

Dias de Cultivol/Concentragﬁo de Proteina (mg/1)

Tipo de Dia 27 Dia 48 Dia 70 P
Racio’ ANOVA
Ref 114 £ 5,1aA 97 £ 8,8aA 103 + 12,3aA NS’
Neg 106 + 15,5aA 98 +15,3aA 94 +10,7aA NS’
Pos 101 + 13,2aA 96 + 5,0aA 101 +2,9aA NS’
VitC 102 +21,1aA 97 £ 1,5aA 102 £ 9,1aA NS’
VitCBetG 110 £7,7aA 87 £ 11,4aA 96 £ 7,2aA NS*

BetG 118 +7,9aA 107 £ 10,9aA 94 +24,2aA NS*
P ANOVA NS’ NS’ NS’ -

'Dia 27, dois dias antes do inicio do desafio per os; Dia 48, 17 dias apds o término do desafio per
os; Dia 70, no momento da despesca.

Ref, racdo comercial; Neg, racdo controle negativo; Pos, racdo controle positivo; VitC, ragdo
contendo 250 mg/kg de dcido L-ascérbico-2-monofosfato; VitCBetG, racdo contendo 1.160 mg/kg
de 4cido L-ascdrbico-2-monofosfato em combinacdo com 600 mg/kg de 3-1,3/1,6-glucano; e BetG,
racdo contendo 600 mg/kg de B-1,3/1,6-glucano.

’NS, diferenca estatistica nio significativa ao nivel o = 0,05 segundo o Teste de Univariancia (One-

Way ANOVA).
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Tabela 11. Atividade especifica (em fun¢@o da concentracdo protéica) da enzima
fenoloxidase (PO, U/min/mg) no soro do camardo Litopenaeus
vannamei em trés estdgios de cultivo, antes e apds desafio per os com o
virus IMNV. Valores apresentados como média + desvio padrdao. Cada
valor representa a média de trés pools de um total de 30 animais por
tratamento. As andlises foram realizadas em duplicata para cada pool.
Letras em minusculo e maitsculo em comum indicam diferenca
estatistica ndo significativa entre tratamentos (linhas) e dias de cultivo
(colunas), respectivamente, ao nivel de a = 0,05 segundo o teste a
posteriori de Scheffé.
Dias de Cultivo'/Atividade Especifica de PO
Tipo de Ragdo” (U/min/mg) P ANOVA
Dia 27 Dia 48 Dia 70

Ref 14,3 + 1,4aA 14,6 + 5,5aA 17,9 £9,5aA NS’

Neg 23,8 + 1,4abAB 16,1 £ 5,7aA 27,0 +4,2aB < 0,05

Pos 23,0 £ 5,1abA 12,8 + 1,3aA 17,4 £ 5,5aA NS®

VitC 30,2 + 7,9bA 21,5 +7,3aA 22,6 + 12,1aA NS*

VitCBetG 16,8 +£5,7abA 23,3 £2,5aA 22,5 +4,4aA NS*

BetG 18,8 £6,7abA 19,6 £6,7aA 24,8 +17,0aA NS’

P ANOVA <0,05 NS’ NS’ -

'Dia 27, dois dias antes do inicio do desafio per os; Dia 48, 17 dias apés o término do desafio per

os ; Dia 70, no momento da despesca.

*Ref, racio comercial; Neg, racio controle negativo; Pes, racdo controle positivo; VitC, ragio

contendo 250 mg/kg de 4cido L-ascorbico-2-monofosfato; VitCBetG, racdo contendo 1.160 mg/kg

de 4cido L-ascérbico-2-monofosfato em combinagdo com 600 mg/kg de B-1,3/1,6-glucano; e BetG,

racdo contendo 600 mg/kg de B-1,3/1,6-glucano.

’NS, diferenca estatistica ndo significativa ao nivel o = 0,05 segundo o Teste de Univariancia (One-

Way ANOVA).
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estatisticamente significativa (P > 0,05; ANOVA). No entanto, no tratamento Neg as
variagdes ao longo do cultivo foram estatisticamente significativas (P < 0,05; ANOVA),
em particular apds o desafio per os (48° dia) que exibiu a menor atividade PO entre todos

os dias de cultivo analisados (P < 0,05; teste de Scheffé).
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5. DISCUSSAO

5.1 Qualidade e Efeito da Agua sobre o Desempenho dos Camardes

Os parametros de qualidade de dgua observados no presente estudo estdao dentro de
niveis considerados ideais para o cultivo do camario Litopenaeus vannamei (CLIFFORD,
1992; VAN WYK & SCARPA, 1999). As diferencas no pH e na salinidade detectadas
entre os diferentes tratamentos, apesar de estatisticamente significativas, foram minimas
(Coeficiente de Variacdo, CV de 2,34% e 0,57%, respectivamente) e provavelmente nao
exerceram influéncia sobre as diferentes varidveis de desempenho zootécnico da espécie
durante o estudo.

As alteragdes no pH da dgua que ocorreram durante o cultivo foram reflexo das
trocas parciais de dgua executadas na tentativa de manter uma baixa concentracdo de
material organico acumulado no sistema de cultivo. A salinidade sofreu um aumento
progressivo durante o cultivo, influenciado pela dgua de captacdo utilizada para as trocas
parciais de dgua realizadas no sistema de cultivo. Os aumentos na salinidade estdo de
acordo com o regime de chuvas observado no Estado do Ceard. O estudo, conduzido entre
junho e setembro, coincidiu com o periodo de estiagem no Estado (CAMPOS et al., 2003),
quando se observam salinidades mais elevadas nos estudrios (FONSECA, 2006).

Apesar da salinidade ter alcancado concentracdes elevadas, préximo a 40%o0 na
despesca, os incrementos foram gradativos ao longo do periodo de cultivo. Observou-se
que o aumento na taxa de mortalidade dos camardes iniciou-se a partir do 56° dia de
cultivo quando a salinidade e o pH estavam em 36 + 0,41%o0 e 7,5 + 0,13, respectivamente.
Estes niveis provavelmente ndo refletem condicdes de estresse para o L. vannamei, uma
espécie adaptada a condi¢des hipersalinas de cultivo (MARTINEZ-CORDOVA et al.,
1997). PONCE-PALAFOX et al. (1997) avaliou o crescimento e a sobrevivéncia do
camardo branco submetido a salinidades de 20, 30, 35, 40 e 50%o0 e temperaturas de 20, 25,
30 e 35°C. Os autores concluiram que um crescimento e uma sobrevivéncia mais elevada

para a espécie ocorrem entre 28 e 30°C e entre 33 e 40%o.
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5.2 Dinamica da Mortalidade dos Camaraes

Os camardes cultivados foram efetivamente contaminados com o IMNV através de
desafio per os. Embora mortalidades de 100% nao tenham sido observadas, os animais
mostraram-se extremamente susceptiveis ao virus e alcancando sobrevivéncias tdo baixas
quanto 22,8% (VitC). Enquanto com outros virus, tém sido relatadas mortalidades de
100% dentro de 14 dias pds-infeccdo (WSSV; WANG et al., 1997) neste trabalho com o
IMNYV as mortalidades mais elevadas somente foram detectadas 27 dias pds-inoculacao.

Coincidentemente, a queda na sobrevivéncia foi observada de forma simultanea para
todos os tratamentos, inclusive os nao desafiados com IMNYV (i.e., Ref e Neg). Isto sugere
que algum fator ndo contabilizado (e.g., manuseio dos animais durante as biometrias)
durante o estudo tenha contribuido para a queda na sobrevivéncia dos animais de forma
brusca. O manuseio de camardes pode induzi-los ao estresse e diminuir suas taxas de
sobrevivéncia. Em tanques expostos, sem cobertura, Mercler et al. (2005) induziram o L.
vannamei ao estresse através de um manuseio voluntdrio realizado diariamente ao longo de
quatro semanas. Os autores observaram alteracdes metabdlicas e uma queda na
sobrevivéncia dos animais submetidos ao estresse, apesar de ndo terem encontrado
diferencas estatisticas nos parametros imunoldgicos avaliados.

Andrade et al. (2007) trabalhando com juvenis SPF de L. vannamei (Livres de
Enfermidades Especificas, em inglés, Specific Pathogen Free) realizou injecdo dos
individuos no terceiro segmento abdominal com uma solucdo diluida do IMNV (1,0 x 10*
copias de IMNV/ul RNA). Segundo os autores, em grupos de camardes infectados, as
primeiras mortalidades tiveram inicio oito dias pds-inoculagc@o do virus, enquanto a queda
mais substancial na taxa de sobrevivéncia ocorreu ap0ds 40 dias.

As diferengas na viruléncia do IMNV do presente estudo e no trabalho desenvolvido
por Andrade et al. (2007) pode ser atribuida a carga viral utilizada nos desafios, a
procedéncia do inoculo, ao método de infeccdo, ao estdgio de desenvolvimento dos
camardes no momento da infec¢do ou mesmo na susceptibilidade dos individuos utilizados
(WANG et al., 1999). Enquanto os camardes no estudo de Andrade er al. (2007) foram
infectados com 1,0 g de peso corporal, no presente estudo a infeccdo teve inicio com
individuos entre 4,93 g e 6,92 g de peso corporal. O desafio tardio dos animais com o

IMNYV fo1 necessario para permitir uma a¢do dos componentes testados na ragao.



Sabry, H.-N. Aumento da Resisténcia Imunolégica no Camardo Branco... 43

No presente estudo, apesar dos camardes no tratamento Neg ndo terem sido
intencionalmente infectados, os animais apresentaram-se positivos para IMNV segundo
andlise de PCR. A transmissdo acidental do IMNV para os camardes no tratamento Neg
deve ter ocorrido de forma horizontal (e.g., apetrechos, dgua de cultivo) devido a
proximidade fisica dos tanques com os tratamentos desafiados com o IMNV.

No presente estudo, apesar da mortalidade de camardes ter ocorrido ao longo de todo
estudo, ficou claro uma maior a¢do do virus em individuos com pesos corporais mais
elevados. Esta observacdo corrobora com o que € relatado nas fazendas de cultivo de
camardo na Regido Nordeste do Brasil. Observa-se que apesar do IMNV afetar todos os
estdgios de desenvolvimento do L. vannamei, as taxas de mortalidade da espécie cultivada
em viveiros tornam-se mais elevadas em estdgios mais avancados de crescimento,
particularmente a partir de camardes entre 6 g e 8 g de peso corporal (NUNES et al.,
2004).

Nunes et al. (2004) relataram que as mortalidades ocasionadas pelo IMNV sdo
caracterizadas por trés fases distintas. A primeira fase caracteriza-se pelo reduzido indice
de mortalidade de camardes que apresentam sintomatologia leve em baixa porcentagem da
populacdo cultivada (< de 10%). Na fase subseqiiente, denominada de aguda, % ou mais da
populacdo cultivada exibe sinais clinicos evidentes do IMNV, com nivel de severidade
variando de moderado a grave, resultando em elevada taxa de mortalidade. Esta fase € mais
comum em individuos com peso a partir de 6 a 7 g, prolongando-se até sub-adultos de 9 a
10 g. Este estagio geralmente progride para uma forma cronica marcada pela baixa, mas
persistente mortalidade dos individuos infectados. Observam-se sintomas da enfermidade
em um baixo percentual da populagdo (< 5%), sendo estes provavelmente os individuos
que sobreviveram a fase aguda.

O ciclo lunar exibiu uma correlag@o significativa, porém baixa, com a mortalidade
dos camardes ao longo do presente estudo. Nas fazendas de cultivo da Regido Nordeste, os
dias que antecedem a lua cheia e a lua nova sdo considerados possiveis gatilhos para a
deflagracdo do IMNV (NUNES et al., 2004). Isto aparentemente deve-se as alteracdes nos
padrdes de locomocdo dos camardes nos viveiros, possivelmente favorecendo ao estresse,

muda e a redu¢@o no apetite alimentar.
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5.3 Crescimento dos Camaroes

Os camardes cresceram num ritmo continuo ao longo do estudo, tendo alcangado um
crescimento semanal compativel com outros trabalhos desenvolvidos em condig¢des
controladas semelhantes (NUNES et al., 2006). O efeito do tipo da ragdo sobre o
crescimento dos animais ndo ficou tdo evidente, devido a queda populacional observada
durante o cultivo nos diferentes tratamentos.

O crescimento do L. vannamei foi diretamente influenciado pela sobrevivéncia dos
animais. Camardes com menor peso corporal na despesca, abaixo de 10 g, foram
encontrados nos tratamentos Neg ¢ Ref que exibiram uma maior sobrevivéncia final de
57,9% e 69,5%, respectivamente. Por outro lado, nos tratamentos Pos, VitC e VitCBetG,
que onde houve uma sobrevivéncia final entre 22,8% e 31,2%, os camardes atingiram
pesos corporais mais elevados, acima de 10 g. A relacdo inversa entre densidade de
estocagem de camardes e crescimento ¢ amplamente conhecida (SANDIFER et al., 1988;
RAY & CHIEN, 1992). Li et al. (2006) trabalhando com juvenis do Fenneropenaeus
chinensis com 1,77 + 0,3 g sob 50, 200 e 600 camarf)es/m3, relatou que o crescimento € 0s
fatores de imunidade ndo-especificos da espécie foram afetados negativamente por
densidades de estocagem mais elevadas.

No presente estudo, ndo houve uma diferenca estatistica significativa na
sobrevivéncia final entre os tratamentos Neg e BetG (57,9% e 48,1%, respectivamente).
Contudo, os animais do tratamento BetG alcancaram um peso corporal (9,07 + 1,48 g)
estatisticamente inferior comparado ao tratamento Neg (9,88 + 1,85 g). Nesta condicdo era
de se esperar um maior peso final dos animais alimentados com BetG comparado com o
Neg devido a menor populagdo estocada. Contudo, dado ao fato dos camardes no
tratamento BetG terem sido intencionalmente infectados com IMNV, este fator pode ter
interferido negativamente no crescimento dos animais. Camardes enfermos apresentam
uma maior demanda nutricional devido a uma maior necessidade de respostas
imunoldégicas, deprimindo o crescimento.

Os resultados relativos ao efeito de betaglucanos sobre o crescimento de camardes
sdo contraditérios. Enquanto alguns estudos indicam ndo terem encontrado nenhum efeito
adverso sobre o crescimento de camardes (P. monodon, SONG et al., 1997), outros

indicam um efeito promotor (L. vannamei; LOPEZ et al., 2003; Marsupenaeus japonicus,
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ITAMI et al., 1998). Lopez et al. (2003) sugerem que o modo de acdo dos betaglucanos no
crescimento dos camardes € através de um maior aporte energético. De fato, no presente
trabalho, observou-se que a ragdo BetG apresentou o teor mais elevado de energia bruta
comparada as demais, apesar do tratamento VitCBetG, com a mesma inclusio de B-
1,3/1,6-glucano, ter exibido o nivel energético mais baixo entre todas as racdes avaliadas.

Contudo, no presente estudo, observou-se que o perfil nutricional das ragdes teve
pouca influéncia sobre ganho de peso dos camardes cultivados. No tratamento Ref, apesar
dos animais terem sido alimentados com uma rag¢io contendo um teor protéico 16,7% mais
elevado comparado as demais, ndo houve uma influéncia positiva sobre o crescimento.
Igualmente, as ragdes contendo doses elevadas de 4cido L-arcérbico (i.e., VitC e
VitCBetG) ndo promoveram um maior crescimento nos camardes. Isto contraria o
observado por outros estudos que relatam um beneficio em dosagens elevadas de vitamina
C sobre o crescimento de camardes peneideos quando submetidos a uma condi¢do adversa
de cultivo (SHIAU & HSU, 1994; LAVENS et al., 1999; MERCHIE e al., 1998; LOPEZ
et al., 2003). Contudo, em nenhum destes trabalhos, os animais foram submetidos a um
desafio viral, e, portanto comparagdes diretas com o presente estudo ndo podem ser
realizadas.

De forma geral, ndo ficou evidenciado no presente estudo, que o uso continuo de B-
1,3/1,6-glucano na alimentacdo do L. vannamei tenha causado um detrimento no
crescimento desta espécie quando desafiado com IMNV. Da mesma forma, animais
infectados intencionalmente com IMNV e alimentados de forma continua com doses
elevadas de 4cido L-arcorbico, individualmente ou em combinag¢do com B-1,3/1,6-glucano,
ndo apresentaram um crescimento mais elevado compativel com as sobrevivéncias

alcancgadas.

5.4 Efeito do Acido L-Arcorbico e do f3-1,3/1,6-Glucano
5.4.1 Sobre a Sobrevivéncia dos Camaroes

A alimentagdo continuada do L. vannamei, desafiado com IMNV, com uma ragio
contendo 1.000 mg/kg de B-1,3/1,6-glucano (BetG) resultou em uma sobrevivéncia duas
vezes mais elevada comparativamente ao grupo controle positivo (BetG; 48,1% versus

POS; 23,2%, respectivamente). Quando comparado com o grupo controle negativo (Neg) a
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sobrevivéncia do tratamento BetG foi inferior, embora ndo tenha exibido uma diferenga
estatisticamente significativa (P > 0,05; 57,9% versus 48,1%, respectivamente).

Virios estudos relatam um efeito positivo da inclusdo de betaglucanos sobre a
sobrevivéncia de camardes. Chang et al. (2000) reportaram que reprodutores do Penaeus
monodon alimentados com dietas contendo betaglucanos alcancaram uma maior
sobrevivéncia quando comparados ao grupo controle. Comparativamente, a sobrevivéncia
dos camardes do grupo controle alcangou 35,0% e 25,0% para tanques internos e externos,
respectivamente. Por outro lado, nos grupos de animais alimentados com a dieta contendo
betaglucano a sobrevivéncia elevou-se para 71,7% e 70,0%, para os respectivos sistemas
de cultivo. Em P. monodon desafiado através de injecdo subcutdnea com inoculo do virus
da Mancha Branca e alimentado com ra¢ao contendo 1% de B-1,3-glucano, a sobrevivéncia
aumentou em 42%.

Os requerimentos minimos de VitC para uma sobrevivéncia normal do L. vannamei
¢ de 41 mg/kg a 120 mg/kg de dieta para camardes com peso corporal entre 0,1 e 0,5 g,
respectivamente (HE & LAWRANCE, 1993). No presente estudo a inclusd@o de doses
elevadas de vitamina C ndo promoveu um aumento na sobrevivéncia do L. vannamei apos
exposicdo ao IMNV. A sobrevivéncia alcancada com os camardes alimentados com a
racdo contendo 1.000 mg/kg de acido L-ascérbico (VitC, 22,8%) foi estatisticamente
semelhante ao grupo controle positivo (Pos, 23,2%).

Poucos estudos relatam um aumento da sobrevivéncia de camardes peneideos
quando expostos a super dosagens de dcido ascorbico. Lépez et al. (2003) trabalharam com
dietas contendo 2.000 mg/kg de B-1,3-glucano e 5.000 mg/kg de vitamina C na
alimentacdo de juvenis do L. vannamei durante 40 dias, sob diferentes regimes de
alimentacdo. Os animais expostos a estas dietas de forma continua ou pulsada ndo exibiram
um aumento na sobrevivéncia ao término do cultivo. Nos grupos de camardes alimentados
com dietas contendo doses elevadas de vitamina C, houve uma diminui¢do do nimero de
hemocitos, 48 h ap6s um choque osmoético (de 35%o para 0%oc). Os autores concluiram, no
entanto, que a vitamina C teve um papel positivo no metabolismo do animal, pois
detectaram uma ripida recuperacdo dos componentes do sistema imunoldgico da espécie

apo6s o advento de estresse.
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No presente estudo, a combinacdo de doses elevadas de dcido ascorbico com B-
1,3/1,6-glucano (VitCBetG) levou a um aumentou significativo da sobrevivéncia dos
camardes apOs o desafio per os com o IMNV. Comparado ao controle positivo (Pos), o
tratamento VitCBetG resultou em um aumento de 34% na sobrevivéncia final dos animais.
Contudo, a sobrevivéncia alcancada no VitCBetG (31,2%) ndo foi superior ao do
tratamento BetG (48,1%). Isto evidencia que numa situacdo de exposi¢do viral, é
preferivel o uso individual de betaglucanos ao invés de uma combina¢do com dosagens
elevadas de vitamina C. Aparentemente ocorreu um antagonismo entre os dois

componentes.

5.4.2 Sobre os Parametros Imunologicos

Os parametros imunoldgicos avaliados no presente estudo ndo apresentaram
variagdes tao significativas quanto aquelas observadas nas sobrevivéncias alcangadas.
Apesar dos animais terem claramente respondido de forma diferenciada em termos de
sobrevivéncia final as dietas ofertadas, do ponto de vista imunoldgico, pouca alteragdao
estatistica foi encontrada entre dietas.

Entre dietas ofertadas, a concentragdo de proteinas no soro do L. vannamei nao
sofreu alteragcdes estatisticamente significativas (P > 0,05) antes do desafio viral. Nesta
fase do cultivo, somente a atividade da PO foi mais elevada para o tratamento VitC
comparado ao Ref. Isto indica que o sistema profenoloxidase (proPO) foi efetivamente
estimulado nos animais alimentados com a ragdo contendo dosagens elevadas de acido L-
arcorbico (VitC). Estudos realizados sobre a acdo de dosagens elevadas de 4cido ascorbico
sobre o sistema imunoldgico dos camardes sdo contraditorios. Kontara et al. (1997)
demonstraram que pds-larvas do L. vannamei quando alimentadas com uma ragdo
contendo 2.000 mg/kg de VitC aumentaram sua resisténcia a uma infec¢c@o e a um choque
osmotico. Por outro lado, Maggioni et al. (2004) trabalhando com reprodutores do L.
vannamei ablados submetidos a uma dieta suplementada com 2.000 mg/kg de acido
ascorbico concluiram que ndo houve um aumento significativo de respostas imunoldgicas
da espécie. Lavens et al. (1999) trabalhando com dosagens de dcido ascérbico 2-

monofosfato de 0, 10, 100, 1.000 e 2.000 mg/kg em dietas para larvas do L. vannamei
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também ndo conseguiram demonstrar um aumento na resisténcia da espécie quando
submetida a um choque osmético.

No presente estudo, nas avaliagdes posteriores, ndo houve diferenca estatistica (P >
0,05) nos parametros imunoldgicos dos camardes alimentados com as diferentes dietas.
Contudo, em termos relativos notou-se um aumento substancial na atividade de PO, 21
dias pds-inoculagdo viral, nos animais alimentados com VitC, VitCBetG e BetG (47,3%,
59,6% e 34,2% em relacio a Ref, respectivamente). Surpreendentemente, a acdo
imunolégica do tratamento BetG somente pdde ser notada apds o desafio viral. Neste
mesmo periodo, a concentragcdo de proteinas totais no soro dos camardes alimentados com
BetG apresentou-se 10,3% mais elevado comparado a Ref. Estas observacdes sugerem que
houveram respostas imunoldgicas dos animais alimentados tanto com dcido L-arcérbico
como com B-1,3/1,6-glucano e corroboram com outros estudos.

De um modo geral, a concentracao protéica do soro dos camardes ndo se alterou ao
longo do cultivo. A atividade de PO ndo variou estatisticamente (P > 0,05), mesmo frente
ao crescimento progressivo dos animais. Contudo, observou-se que 21 dias apds o desafio
viral, ocorreu uma queda na atividade de PO nos tratamentos Neg, Pos e VitC, alcangando
uma média de 56% (47,8%, 79,7% e 40,5%, respectivamente). Somente o tratamento Ref,
VitCBetG e BetG apresentaram valores estdveis ndo diminuindo pés-infeccdo. Novamente
isto sugere fortemente uma ac¢ao do B-1,3/1,6-glucano sobre as respostas imunoldgicas do
L. vannamei a qual continuou até o término do cultivo (dia 70).

Apesar dos animais do controle Neg terem sido acidentalmente infectados, a
atividade de PO nestes animais variou estatisticamente (P < 0,05) durante o cultivo. Houve
uma queda na atividade de PO 21 dias pds-inoculagdo (dia 48), seguido de uma
recuperacdo significativa na despesca (dia 70). Comparando estas variagdes com o controle
positivo (Pos), nota-se uma maior atividade de PO nos dias 48 e 70 para o controle
negativo (Neg), da ordem de 25,8% e 55,2%, respectivamente. Isto sugere que apesar de
estar infectado, a viruléncia do IMNV foi mais baixa no tratamento Neg e, portanto os
camardes puderam melhor responder imunologicamente ao desafio viral.

Apesar de alguns autores (CHANG et al., 2000; LOPEZ et al., 2003) sugerirem que
a exposicdo continua a betaglucanos pode resultar em uma fadiga imunoldgica, os

resultados coletados no presente trabalho nio indicam que isto tenha ocorrido. Mesmo na
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despesca, os camardes do tratamento BetG apresentaram uma atividade de PO 38,5%
superior ao tratamento Ref, indicando que as respostas imunoldgicas persistiram, mesmo
ap6s um longo periodo de exposi¢do ao betaglucano. Uma tendéncia semelhante, mas em
menor grau, foi observada para os tratamentos VitC e VitCBetG (26,3% e 25,7%,
respectivamente). Lopez er al. (2003) relataram que mesmo apds 40 dias de exposicdo a
uma dieta contendo 2.000 mg/kg de B-1,3-glucano, juvenis de L. vannamei responderam
positivamente a um choque de salinidade.

Segundo Chang et al. (2000) o uso continuado de betaglucanos € desnecessdrio, pois
pode resultar em uma fadiga imunoestimulatéria. Em reprodutores Penaeus monodon (135
+ 25g), apds 24 dias de alimentagdo com uma rac¢do contendo 2.000 mg/kg de B-1,3-
glucano derivado da Schizophyllum commune, os autores observaram uma reducdo na
atividade fagocitica e na producdo de O, na hemolinfa dos camardes. Ainda segundo os
autores, a fim de otimizar a imunoestimulacdo, a exposicao a betaglucanos deve ser restrita
a um periodo de trés semanas, ou empregando-se um esquema alimentar intermitente, com
20 dias de exposicdo seguido de 10 dias sem exposi¢ao.

No presente estudo a contagem do nimero total de hemdécitos (CTH) apresentou um
aumento em todos os tratamentos apds o desafio per os com IMNV (i.e.,, 48° dia de
cultivo), ndo sendo significativo para os tratamentos Ref, VitC e BetG. Neste dia de
amostragem, um maior ndmero de células/mm’ foi observado nos tratamentos
voluntariamente infectados, os quais alcangcaram uma menor sobrevivéncia final de
camardes (Pos e VitC). Igualmente, o tratamento ndo infectado, Ref, também apresentou
um aumento, porém nao significativo na CTH no periodo de pds-infecgao viral.

Ao contrario, nos tratamentos infectados com IMNV, VitCBetG e BetG, exibiram
comparativamente uma menor CTH. No periodo p6s-infecc¢do, houve uma maior
mobiliza¢do de hemdcitos pelo Litopenaeus vannamei nos tratamentos contendo -1,3/1,6-
glucano. Isto pode ser resultado das continuas respostas imunoldgicas exigidas pelo animal
quando estimuladas pelo B-1,3/1,6-glucano. No final do estudo, esta mesma tendéncia nao
foi observada, provavelmente pelo fato do pico da agdo viral ja ter ocorrido, demandando
uma menor resposta imunoldgica pelos animais estocados.

O aumento na contagem do niimero total de hemdcitos (CTH), observado no presente

estudo, pode também estar relacionado ao periodo de amostragem. Pelo fato da coleta de
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hemolinfa ter sido realizada somente 17 dias apds o término do desafio com IMNV, é
possivel que tenha havido tempo suficiente para permitir a recuperacdo do status
imunolégico dos animais. O mesmo padrdo de comportamento no aumento no CTH foi
observado em camardes da espécie L. vannamei 14 dias apds a ablagdo, porém esse
aumento ndo foi significativo (MAGGIONI et al., 2004). Song et al (2003), relataram que
em L. vannamei infectado com o virus Taura, a CTH foi 79% menor em relacdo a
camardes ndo infectados e apenas os camardes poucos infectados apresentaram um
aumento de 35% na contagem total de hemdcitos e que mesmo assim, esse incremento nao
foi significativo. De um modo geral, a literatura indica (HENNIG et al, 1998; LORENZO
et al 1999; CHENG & CHEN, 2001) que a contagem total de hemdcitos apresenta um
decréscimo e raramente aumenta, quando os crusticeos passam por situacdes de estresses,
como por exemplo, quadros de infecc¢ao.

Lopez et a.l (2003), relataram que a contagem do nimero de hemdcitos em L.
vannamei foi afetada por tipos de dietas e apds choques de salinidade. Segundo estes
autores, antes do choque de salinidade a concentracdo de hemocitos foi significativamente
maior nos camardes alimentados com dietas contendo doses elevadas de dcido ascorbico
(1.500 mg/kg de dieta) comparativamente a camardes alimentados com uma dieta contendo
3-1,3-glucano e uma dieta controle (i.e., sem B-1,3-glucano e com 286 mg/kg de acido
ascorbico). Nos camardes alimentados com doses elevadas de vitamina C foi verificada
uma reducdo no numero total de hemdcitos no periodo de 4 a 24 h ap6s a mudanca de
salinidade. Ao contrdrio, Maggioni et al (2004), ndo encontraram diferencgas significativas
na contagem total de hemocitos do L. vannamei alimentado com ragdo e alimento fresco
contendo super-dosagens de vitamina C. Chang et al. (2003) trabalhando com Penaeus
monodon infectado com WSSV e alimentado com f3-1,3-glucano, também nao encontraram
aumento significativo na contagem total de hemocitos.

Os resultados imunoldgicos alcancados no presente estudo confirmam que a acdo
positiva do B-1,3/1,6-glucano sobre a sobrevivéncia do L. vannamei apds o desafio com
IMNYV foi resultado de uma maior resposta imunoldgica. O acido L-ascérbico também
proporcionou uma a¢do imunoldgica, contudo em menor grau comparado com o B-1,3/1,6-

glucano.
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6.0 CONCLUSAO

Através do presente estudo pode-se concluir que:

1.

A inclusdo de 600 mg/kg de B-1,3/1,6-glucano em uma dieta para o camario
Litopenaeus vannamei proporcionou um aumento significativo na
sobrevivéncia e nas respostas imunoldgicas da espécie quando exposto ao
IMNV.

Nao houve fatiga imunoldgica ou detrimento no crescimento da espécie
quando exposta de forma continua a uma dieta contendo 600 mg/kg de B-
1,3/1,6-glucano.

A inclusdo de 1.160 mg/kg de 4cido L-ascorbico-2-monofosfato em dietas
para o camardo L. vannamei infectado com IMNYV ndo resultou em um maior
crescimento ou sobrevivéncia da espécie.

Nao houve beneficios no crescimento e na sobrevivéncia do L. vannamei
infectado com IMNV quando da adicio em uma dieta de 600 mg/kg de B-
1,3/1,6-glucano em combinacdo com 1.000 mg/kg de 4cido L-ascérbico-2-

monofosfato.
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ANEXO1. Laudo de PCR emitido pelo Laboratério de Patologia em Agqiiicultura da
Universidade do Arizona a cerca da condi¢do patoldgica dos camardes

empregados no estudo (Sample#1) e homogenado utilizado no desafio per os

(Sample#2).

AQUACULTURE PATHOLOGY
OFFICE PHONE 1-520-621-8414
LAB PHONE 1-520-621-4438
FAX 1-520-621-4899

August 25, 2006
Alberto J.P. Nunes
Instituto de Ciencias do Mar-Labomar/UFC
Centro de Diagnostico de Enfermidades de Camarao Marnho (CEDECAM)
Av. da Abolicao
3207 Meireles
Fortaleza. Ceara
60.165-081
BRASIL

E-mail: albertojpn@uol.com.br Case: 06-284

Dear Dr. Nunes:

The tests you requested for the detection of WSSV, IHHNV, IMNV & TSV by PCR have
been completed. The 2 vials of Litopenaeus vannameipleopods arrived on Augst 23, 2006 in good
condition. Representative samples from each of the vials were collected for DNA and RNA
extractions. WSSV, TSV and IHHNV were Not Detected in any of the samples tested. IMNV was
POSITIVE in one of the two samples tested. A summary of the tests and results is provided on the
following page.

We hope that this information will be helpful to you. A hard copy of this report will be
mailed to you. The fee for these tests 1s $180.00 (4 sets of tests (@ $45.00 each). A separate mvoice
will be sent to you. If there are any questions regarding this case please feel free to contact us.

UAZ Policy on certification: This report provides our findings on the samples submitted to our laboratory for examination, health status evaluation,
disease diagnosis. or pathogen detection. It is our policy and intent to perform the mest appropriate assay(s) for the determination of the
health/pathogen status of all specimens submitted to our laboratory. However, this report in no way constitutes a stock or facility “certification” or
a “certificate” of health/pathogen status for the sample(s) tested or for the stocks, or facility, from which the sample(s) were derived.

PCR: disclaimer: This report provides our findings on the samples submitted to our laboratory for pathogen detection. The PCR assay used by this
laboratory for the detection of shrimp pathogens is aresearch tool. The results should be considered as experimental and tentative. Whenever possible,

PCR results should be confirmed by alternative assay. This report in no way constitutes a stock or facility “certification” or a “certificate™ of
health/pathogen status for the sample(s) tested or for the stocks, or facility, from which the sample(s) were derived.

Sincerely yours,

Ms. Solangel Navarro D.V. Lightner Ph.D.
Research Specialist Professor
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ANEXOI1. Cont.

Case: 06-284

Test(s) Requested: Sample Tvpe: Species:
SV 2 vials of pleopods in 95% ethanol L. vannamei
WSSV 2 vials of pleopods in 95% ethanol L. vannamei
[HHNV 2 vials of pleopods in 95% ethanol L. vannamei
IMNV 2 vials of pleopods in 95% ethanol L. vannamei
Protocols:

TSV: RT-PCR described by Nunan, et al. (DAO, 1998, 34:87-91)

WSSV: Two-step nested PCR modified method from Lo, et al (DAO, 1996, 25:133-141)
THHNV: PCR described by Nunan, et al. (Marine Biotechnology, 2000, 2: 319-328)
IMNV: PCR protocol developed m this laboratory

Table:
UAZ# Sample Ref WSSV THHNV TSV IMNV
06?84; Sample | Not Detected | Not Detected | Not Detected | Not Detected
06-284/ ! . . .
5 Sample 2 Not Detected | Not Detected | Not Detected | POSITIVE

Conclusion: WSSV, TSV and IHHNV were Not Detected in any of the samples tested. IMNV
was POSITIVE in one of the two samples tested.
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ANEXOII. Laudo de histopatologia emitido pelo Centro de Diagndstico de
Enfermidades de Camardo Marinho (CEDECAM) a cerca da condi¢do

patoldgica dos camardes empregados no presente estudo.

Centro de Diagnéstico de Enfermidades de Camario
Marinho - CEDECAM
Instituto de Ciéncias do Mar —- LABOMAR
Av. Abolicdo, 3207- Fortaleza, Ceara, 60165-081
Tel.: +55 85 3242-6422 - Fax: +55 85 3242-8355
e-mail: gecmar@]labomar.ufc.br

Numero de Registro Data de Entrada Data de Liberacio
H220606 22/06/06 10/07/06

Teste(s) Requeridos Tipo de Amostra Espécie
Investigatdrio Camardes vivos L. vannamei
Protocolo

Os camardes chegaram vivos ao Centro de Diagndstico de Enfermidades de Camardo Marinho —
CEDECAM e foram fixados em solug@o de Davidson. Apos 24 horas foram transferidos para alcool 70%
e mantidos até o processamento. Os procedimentos histologicos foram feitos de acordo com Bell and
Lightner (1988 ). Cortes de 4um foram corados com H&E (Tolosa et al.,2003).

Resultados
Nao houve nenhum achado histologico compativel com enfermidades de etiologia viral ou

bacterioldégica. De um modo geral o material analisado apresentou caracteristicas normociticas e
normocromicas.

Tereza Cristina Vasconcelos Gesteira ( PhD.)
CRBio. 27.830/05-D
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ANEXO III. Laudo de RT-PCR em tempo real emitido pelo Laboratério de Patologia
em Agqiiicultura da Universidade do Arizona a cerca da carga viral no

homogenado utilizado no desafio per os do presente estudo.

AQUACULTURE PATHOLOGY
OFFICE PHONE 1-520-621-8414
LAB PHONE 1-520-621-4438
FAX 1-520-621-4899

September 20, 2006
Alberto J.P. Nunes
Instituto de Ciencias do Mar-Labomar/UFC
Centro de Diagnostico de Enfermidades de Camarao Marinho (CEDECAM)
Av. da Abolicao
3207 Meireles
Fortaleza, Ceara
60.165-081
BRASIL

E-mail: albertojpn@uol.com.br Case: 06-284

Dear Dr. Nunes:

The tests you requested for quantification of Infectious myonecrosis virus (IMNV) by
real-time RT-PCR on sample 06-284/2 have been completed. The Lifopenaeus vannamei
pleopod samples arrived on August 23, 2006 in good condition. Total RNA was extracted and
analyzed by real-time RT-PCR to determine the copies of IMNV in pl of RNA. The results
indicate approximately 1.82 x 10° copies of IMNV present per pl of RNA in sample 06-284/2. A
summary of the tests and results 1s provided on the following page.

‘We hope that this information will be helpful to you. A hard copy of this report will be
mailed to you. The fee for these tests is $100.00 (1 RNA sample @ $ 30.00, and $ 70.00 for
preparing the quantitative standards). A separate invoice will be sent to you. If there are any
questions regarding this case please feel free to contact us.

UAZ Policy on certification: This report provides our findings on the samples submitted to our laboratory for examination, health status
evaluation, disease diagnosis, or pathogen detection. It is our policy and intent to perform the most appropriate assay(s) for the determination of
the health/pathogen status of all specimens submitted to our laboratory. However, this report in no way constitutes a stock or facility
“certification™ or a “certificate™ of health/pathogen status for the sample(s) tested or for the stocks, or facility, from which the sample(s) were
derived.

PCR: disclaimer: This report provides our findings on the samples submitted to our laboratory for pathogen detection. The PCR assay used by
this laboratory for the detection of shrimp pathogens is a research tool. The results should be considered as experimental and tentative.

‘Whenever possible, PCR results should be confirmed by alternative assay. This report in no way constitutes a stock or facility “certification” or a
“certificate™ of health/pathogen status for the sample(s) tested or for the stocks, or facility, from which the sample(s) were derived.

Sincerely yours,

Thales Passos de Andrade, B.FE.. M.Sc. Carlos R. Pantoja, Ph.D.
Ph.D. student in Pathobiology Associate Research Professor
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ANEXO III. Cont.

Case: 06-284

Test(s) Requested: Sample Tvpe: Species:
IMNV 1 vial of RNA L. vannamei
Protocols:

IMNV: PCR protocol developed in this laboratory

Table:
UAZ # IMNYV copies/jl RNA
06-284/2 1.82x 10°

Conclusion: IMNV was POSITIVE in the sample tested.
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ANEXO1IV. Laudo de PCR emitido pelo Laboratério de Patologia em Agqiiicultura da
Universidade do Arizona a cerca da presenca do IMNV nos camardes
despescados dos tratamentos Ref (T1), Neg (T2), Pos (T3), VitC (T4),
VitCBetG (T5) e BetG (T6).

AQUACULTURE PATHOLOGY
OFFICE PHONE 1-520-621-8414
LAB PHONE 1-520-621-4438
FAX 1-520-621-4899

May 7, 2007

Alberto J.P. Nunes
Instituto de Ciencias do Mar-Labomar /UFC
Rua Silva Paulet. 736-apt 1103
Meireles
60.120-20
Fortaleza, Ceara
BRAZIL

Case: 07-173
albertojpn@uol.com.br

Dear Mr. Nunes:

The tests you requested for the detection of IMNV by nested RT-PCR have been completed.
The 6 vials of Litopenaeus vannamei containing 30 pleopods each arrived on May 3™, 2007 in good
condition. Representative samples from each of the wials consisting of 6 pleopods per vial
(approximately 21 mg to 30 mg) were collected for RNA extractions. IMNV was POSITIVE in
five of the six samples tested. A summary of the tests and results is provided on the following page.

We hope that this information will be helpful to you. A hard copy of this report will be
mailed to you. The fee for these tests is $198.00 (6 sets of tests for IMNV @ $33.00 each). A
separate mvoice will be sent to you. If there are any questions regarding this case please feel free
to contact us.

UAZ Policy on certification: This report provides our findings on the samples submitted to our laboratory for examination. health status evaluation.
discase diagnosis, or pathogen detection. It is our policy and intent to perform the most appropriate assay(s) for the determination of the
health/pathogen status of all speeimens submitted to our laboratory. However, this report in no way constitutes a stock or facility “certification” or
a “certificate”™ of health/pathogen status for the sample(s) tested or for the stocks, or facility, from which the sample(s) were derived.

PCR: disclaimer: This report provides our findings on the samples submitted to our laboratory for pathogen detection. The PCR assay used by this
laboratory for the detection of shrimp pathogens is a research tool. The results should be considered as experimental and tentative. Whenever possible,

PCR results should be confirmed by alternative assay. This report in no way constitutes a stock or facility “certification™ or a “certificate”™ of
health/pathogen status for the sample(s) tested or for the stocks, or facility, from which the sample(s) were derived.

Smcerely yours,

Ms. Solangel Navarro D.V. Lightner Ph.D.
Research Specialist Professor
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ANEXO1V. Cont.

Case: 07-173

Test(s) Requested: Sample Type: Species:
IMNV 6 vials of pleopods in 95% ethanol L. vannamei
Protocols:

IMNV: RT-PCR nested protocol described by Poulos and Lightner (DAO,20006,73:69-72)

Table:

UAZ# Sample Ref IMNV
07-173/1 T1 Not Detected
07-173/2 T2 POSITIVE
07-173/3 T3 POSITIVE
07-173/4 T4 POSITIVE
07-173/5 T5 POSITIVE
07-173/6 T6 POSITIVE

Conclusion: IMNV was POSITIVE in five of the six samples tested.

Page 2 of 2



