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RESUMO

A aquicultura tem se tornado uma das atividades que mais se expande
mundialmente, tendo o cultivo de microalgas e a carcinicultura grande contribuicdo para este
avanco. O presente trabalho teve por objetivo cultivar a microalga marinha Dunaliella
tertiolecta e extrair seus polissacarideos sulfatados do meio de cultivo e biomassa, bem como
avaliar os efeitos da administracdo destes polissacarideos diretamente na agua de cultivo de
pos-larvas (pl’s) e juvenis do camardo marinho Litopenaeus vannamei. Ao longo dos cultivos
da microalga foram avaliados alguns parametros de crescimento e desenvolvimento da
cultura, da qual foram obtidos 0 meio de cultivo e a biomassa para a extracdo dos
polissacarideos sulfatados. Estes polissacarideos foram administrados diretamente na agua,
nas concentracdes de 0,5; 1 e 2 mg/L, para as pl’s de L. vannamei, as quais foram submetidas
ao teste de estresse salino freqliientemente aplicado nas fazendas de camardes para verificar a
qualidade das pl’s. Os juvenis de camardo também foram expostos as mesmas concentragdes
de polissacarideos por um periodo de 5 dias, em condicdes de laboratorio. Em seguida, foram
coletadas amostras da hemolinfa dos animais para a analise de alguns parametros
hematoimunoldgicos, como a contagem total de hemocitos (CTH), atividade da enzima
fenoloxidase (PO), capacidade de aglutinacdo da hemolinfa e concentracéo total de proteinas.
Os resultados mostraram um excelente desenvolvimento da microalga D. tertiolecta,
alcancando um rendimento maximo de 6,67 g.L™ em biomassa seca, e em 10 L de meio de
cultivo, dos quais foram obtidos 2,3 g de polissacarideos sulfatados brutos. As pl’s
apresentaram maior resisténcia ao teste de estresse salino, quando submetidas a concentracédo
de 0,5 mg/L de PS, onde ao final do teste apenas 12,5% do individuos morreram, enquanto a
menor mortalidade acumulada nos juvenis (6,7%) foi observada ap6s a administracdo da
maior dose. A andlise dos imunoparametros ndo apresentou muitas variacées com excecao da
contagem total de hemocitos e da concentracdo de proteinas na hemolinfa, os quais foram
significativamente reduzidos com o aumento da dose de polissacarideos na agua. Estudos
futuros, principalmente histoldgicos, serdo uma alternativa para esclarecer a possivel
migracdo de hemocitos para as branquias dos animais expostos as maiores concentracdes de

polissacarideos na agua.
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ABSTRACT

Aquaculture is one of the activities that most expands around the world and
microalgae such as shrimps cultures have a great contribution into this progress. The aim of
this study was the culture of the marine microlgae Dunaliella tertiolecta and extract its
sulfated polysaccharides from the biomass and from the culture medium as well as to evaluate
the effects of polysaccharides administration directly into the cultivation water of Litopenaeus
vannamei shrimp’s post-larvae and juveniles. During microalgae cultivation some growth
parameters and culture development were evaluated, and the sulphated polysaccharides were
extracted from biomass and the culture medium. These polysaccharides were directly
administrated into the water, in the concentration of 0.5; 1.0 and 2.0 mg L™ to pl’s of L.
vannamei, wich were submitted to a saline stress often applied to verify the quality of pl’s in
the most of shrimps farms. The juveniles were exposed to the same concentration of the
polysaccharides in a five days period in laboratory conditions. Then, we collected the animals
haemolymph to analyze some hematoimmunological parameters, like total haemocyte count
(THC), phenoloxidase enzime activity (PO), haemolymph aglutination capacity and total
protein concentration. The results showed an excelent development of the microalgae D.
tertiolecta, reaching a maximum vyield of 6.67 g L™ in dry biomass and in 10 L of culture
medium, from wich were obtained 2.3 g of gross sulphated polysaccharides. The pl’s
presented high resistance to the saline stress, when submitted to a 0.5 mg L™ concentration of
PS, and at the end of the test only 12.5% of individuals died, while in the juveniles the lower
accumulated mortality was 6.7% when the higher dosage of PS was administrated. The
analysis of the immunoparameters did not show any variation except the haemocyte total
count and haemolymph protein concentration, wich were significantly reduced within the
increase of polysaccharides dosage in the water. Future histological studies can be an
alternative to reveal the possible haemocytes migration to the animals gills exposed to higher

polysaccharides concentration in the water.



15

1 INTRODUCAO

As microalgas sdo importantes na aquicultura como fonte de alimento e também
auxiliam na melhoria da qualidade da &gua, exercendo um importante papel no balango do
oxigénio, do gas carbonico e dos compostos nitrogenados (DERNER, 1996).

As microalgas também sdo utilizadas como bioindicadores e fornecem
informacdes sobre o estado tréfico de corpos d'dgua. Estudos mostram que varidveis
ambientais, tais como a proporg¢do entre nitrogénio e fosforo, salinidade e 0 movimento da
agua influenciam no desenvolvimento destes microorganismos (TROBAJO et al., 2004).
Além disso, esses organismos fotossintetizantes sdo bastante Gteis em estratégias de
biorremediacdo (MALLICK, 2002; KALIN; WHEELER; MEINRATH, 2005; MUNOZ;
GUIEYSSE, 2006).

A Dbiotecnologia aplicada as algas tem resultado em grandes avangos,
principalmente no decorrer das Ultimas trés décadas. Alguns géneros de microalgas como
Botryococcus, Chlorella, Dunaliella, Haematococcus e Spirulina sdo atualmente cultivadas
para produgdo de proteinas, astaxantina, [-caroteno, glicerol, biocombustiveis, farmacos,
alem de outros compostos quimicos finos (SPOLAORE et al., 2006). As microalgas
pertencentes ao género Dunaliella, especialmente Dunaliella salina e Dunaliella tertiolecta,
sdo muito utilizadas para estudos e producdes em larga escala (BOROWITZKA; SIVA,
2007).

As microalgas tém sido cultivadas pela humanidade por séculos e utilizadas,
principalmente, como alimento. Com o passar das décadas, as pesquisas com microalgas tém
sido direcionadas para o desenvolvimento de culturas massivas em ambientes abertos e o
aprimoramento de estruturas para producdes em larga escala, atualmente em funcionamento
em varias regides do mundo (BOROWITZKA, 1999). No entanto, mesmo sistemas em escala
reduzida, com baixos custos, tém apresentado algum retorno econémico (SIERRA et al.,
2008).

As algas, de uma maneira geral, produzem polissacarideos que tém despertado
grande interesse por causa de algumas de suas propriedades fisico-quimicas, tornando-os
bastantes Uteis para propoésitos industriais. Estes polissacarideos podem ser usados nas
indlstrias como espessantes, estabilizantes e emulsificadores. Cultivos de microalgas como

fontes potenciais para uma variedade de produtos, desde combustivel & alimentagdo animal e
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também para a obtencdo de produtos farmacéuticos ja sdo investigados ao longo de 40 anos.
Microalgas do género Phorphiridium tornaram-se bastante utilizadas em sistemas
experimentais por produzirem alto contetido de polissacarideos. Além disso, seu potencial uso
como fonte de outros compostos quimicos valiosos também se tornou bastante evidente
(YOU; BARNETT, 2004).

Atualmente, os potenciais usos biotecnoldgicos de polissacarideos naturais
alcancaram um maior reconhecimento devido a tendéncia global do mercado por trocar
compostos sintéticos pelos produzidos pela natureza e a crescente necessidade de
compreensdo das fungdes dos agucares sulfatados, bem como a importancia da glicosilacdo na
era pos-gendémica. Embora os polissacarideos de macroalgas ja venham sendo estudados ha
muitos anos, 0s de microalgas permanecem sem elucidacdo e a grande variedade de agucares
complexos, oriundos do metabolismo das células, ainda representa um grande desafio
(ARAD; LEVY-ONTMAN, 2010).

Alguns estimulantes do sistema imunologico inato de peixes e camardes sdo
polissacarideos neutros como os glucanos, obtidos da parede celular de leveduras e bactérias
(ROBERTISEN et al., 1990; PARK; JEONG, 1996; ITAMI et al., 1998; CHANG et al., 2000;
TINMAN ET AL., 2000; COUSO et al., 2003; BAGNI et al., 2005), a quitina, presente no
exoesqueleto de crustaceos, e a quitosana derivada da quitina (KAWAKAMI; SHINOHARA,;
SAKAI, 1998; SAKAI, 1999; BULLOCK et al., 2000; ESTEBAN et al., 2001;
GOPALAKANNAN; ARUL, 2006).

Substancias denominadas de imunoestimulantes tém sido administradas na
aquicultura por via de injecdes, banhos de imersao ou adicionadas a ragdo. A escolha da rota
de administracdo pode ser um fator importante na determinacdo do sucesso do tratamento
promovendo uma protecdo contra doencas. As formas mais recomendadas para a
administracdo dos imunoestimulantes na aquicultura sdo via alimentacdo ou em banhos de
imersdo, pois causam um baixo nivel de estresse aos animais cultivados e sdo de féacil
aplicacdo (SMITH; BROWN; HAUTON, 2003).

Estes compostos ativam, principalmente, a funcao fagocitica das células de defesa
e elevam suas atividades bacteriostaticas. A estimulacdo das funcBes imunoldgicas esta
associada com o aumento da prote¢do contra doencas infecciosas veiculadas na agua por
diversos patdgenos. Além disso, os imunoestimulantes podem diminuir os efeitos negativos
do estresse e dos horménios sexuais no sistema imunoldgico (SAKAI, 1999).

A imunoestimulacdo em crustaceos € principalmente de origem profilatica ja que

0s imunoestimulantes promovem uma agdo no sistema imune ndo especifico, aumentando a
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resisténcia do hospedeiro contra doengas, que na maioria das vezes, sdo causadas por
patégenos oportunistas (RAA, 2000). O autor sugere que 0s imunoestimulantes sejam
utilizados em trés ocasifes distintas na aquicultura: quando os individuos forem submetidos a
situacOes conhecidas de estresse, ou seja, N0 manuseio, transporte, biometria, aclimatacdo e
introducdo a alimentacdo artificial; durante exposi¢des a microorganismos e parasitas; quando
forem utilizadas altas densidades de estocagem e também no estagio de desenvolvimento
larval, fase em que o animal esta particularmente mais suscetivel a agentes infecciosos.

Em alguns estudos, os polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha
Botryocladia occidentalis foram administrados na forma de banhos de imersdo, em pos-larvas
do camardo L. vannamei submetidos ao estresse (BARROSO et al., 2007) e incorporados na
racdo de camardes L. vannamei infectados com o virus da mionecrose infecciosa, 0 IMNV
(COSTA et al., 2006), sendo observados em ambos 0s casos um aumento significativo da
sobrevivéncia dos individuos.

Os resultados obtidos por Lima (2007) também sugerem um possivel efeito
imunoestimulante dos polissacarideos sulfatados extraidos da alga marinha S. schroederi, ja
gue aumentaram a sobrevivéncia dos animais quando administrados, via imersao, a camardes
da espécie L. vannamei submetidos a condigdes de estresse.

Existe uma forte relacdo entre a imunoestimulacéo e a reducéo da mortalidade de
animais aquaticos cultivados submetidos a infec¢Ges causadas por bactérias e virus ou a
situacOes de estresse (SAKAI, 1999). Desta forma, o uso de compostos imunomoduladores,
aliado a um bom manejo ambiental, pode contribuir de maneira significativa para o aumento
da producéo aquicola.

O presente estudo tem como objetivo cultivar a microalga Dunaliella tertiolecta,
extrair os polissacarideos sulfatados da biomassa e meio de cultivo, bem como administrar
estes polissacarideos em pos-larvas e juvenis do camardo marinho Litopenaeus vannamei

submetidos a condicdes de estresse.



18

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Producéo de microalgas

Os primeiros cultivos comerciais de microalgas foram para fins alimenticios e
sugiram no inicio dos anos 60, no Japdo, com o uso da cloroficea Chlorella, seguido de
cultivos da cianoficea Spirulina nos anos 70, no México, sendo esta Ultima atualmente
cultivada em mais de 22 paises inclusive no Brasil. No entanto, os primeiros relatos referentes
ao consumo de microalgas pelo homem datam de 2000 anos atrds, quando chineses em
tempos de escassez alimentar consumiam a microalga Nostoc numa tentativa de sobrevivéncia
(SPOLAORE et al., 2006). Ha ainda relatos do consumo de diferentes espécies da
cianobactéria Spirulina, por povos Aztecas habitantes das proximidades do lago Texcoco, no
México, e tribos proximas do lago Chade na Africa, onde apdés a coleta de “blooms”
superficiais, a biomassa seca era utilizada em preparos denominados de tecuitlatl no México e
dihé na Africa (FAO, 2008).

Atualmente, a maior quantidade de industrias envolvidas no cultivo de
microalgas é encontrada nos Estados Unidos e a Earthrise Nutritionals é a maior de todas as
industrias com 43 hectares, localizada no deserto Sokora na California. Na América do Sul,
destaca-se 0 Grupo Solarium de Biotecnologia Adequada ao Desenvolvimento do Deserto,
uma empresa chilena, localizada no deserto do Atacama, porém as maiores producdes séo
encontradas na China onde, em 2004, foram produzidas 41.570 toneladas de biomassa de
Spirulina, o que rendeu 16.6 milhdes de ddlares aos chineses (FAO, 2008).

Lourenco (2006) relata que a maioria das espécies utilizadas na atualidade
permaneceu na obscuridade por muito tempo e s6 a partir do seculo XIX passaram a ser
estudadas com maior intensidade, mas somente ap0s a 2% Guerra Mundial surgiu um grande
interesse na producdo comercial de microalgas, principalmente, em decorréncia da grande
crise internacional na industria petrolifera ocorrida na década de 1970. O crescimento rapido e
a produtividade elevada das microalgas vém estimulando, ha algumas décadas, pesquisas para
0 aproveitamento de sua biomassa, sendo considerado um recurso renovavel e, com a

viabilizacdo de empreendimentos comerciais, também como fonte de renda.
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Recentemente, com o crescente aumento da pressdo pelo uso de fontes
alternativas de combustiveis, foi despertado, mais uma vez, o interesse em se produzir
microalgas como uma fonte renovavel de biocombustiveis como metanol, biodiesel e
biohidrogénio. Mesmo possuindo um custo de producdo mais elevado que o de plantas
superiores, 0 uso de microalgas para este fim torna-se viavel, visto que ndo ocupa &reas
agricultaveis destinadas a plantacdo de gréos para a alimentagdo (CHISTI, 2007). Para servir
como boa fonte de biocombustivel, as microalgas devem se desenvolver em temperaturas
acima de 35°C, pois muitos gases de combustdo, como o CO,, adentram no cultivo sob essas
condicdes, devem suportar variacdes de pH resultante da injecdo deste gas e resistir a
presenca de outros, como 0s gases SOy e NOx. Além disso, devem ser capazes de acumular
grande quantidade de compostos de valor comercial sob condi¢fes estressantes ou ndo e ser
produzidas em fotobioreatores de escala industrial (OLAIZOLA, 2003).

De acordo com Coutteau (1996), as microalgas podem ser produzidas seguindo
varios metodos, tipos de cultura e sistemas de cultivo. Dentre os métodos de producéo
podemos encontrar o estaciondrio ou “batch”, onde somente uma espécie ¢ cultivada em
recipientes contendo agua fertilizada e as microalgas sdo completamente coletadas quando
atingem seu maximo desenvolvimento; o semicontinuo, semelhante ao anterior, no entanto, ao
atingir o seu apice de desenvolvimento apenas metade das microalgas é coletada, sendo
adicionado mais meio de cultivo; e 0 método continuo em que a biomassa € coletada
diariamente, a0 mesmo tempo em que é adicionado mais meio ao cultivo. As culturas podem
ser do tipo axénicas quando estdo completamente livres da presenca de outros organismos
como bactérias; xénicas que permitem a presenca de bactérias; ou mistas com varias espécies
de microalgas. Quanto aos sistemas de cultivo, podemos encontrar os realizados em
ambientes internos (indoors) ou em ambientes externos (outdoors), em estruturas abertas ou
fechadas. As estruturas abertas geralmente sdo utilizadas em ambientes externos para otimizar
a captacdo de luz solar em tanques dos mais diversos tamanhos e em grandes raceways. As
estruturas fechadas podem ser usadas tanto em ambientes externos como em internos e séo
compostas por tubos de vidro (fotobiorreatores), frascos, carboys ou grandes bolsdes de

plastico (Figura 1).
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Figura 1: Os diversos tipos de cultivos de microalgas: A- cultivo indoor aberto; B- cultivo outdoor aberto; C-
cultivo outdoor fechado; D- cultivo indoor fechado (Fonte: www.google.com.br/images/microalgae).

De acordo com Borowitzka (1999), os sistemas para producdo de microalgas
podem variar de 100 L a volumes superiores a 10%° L, sendo estes dltimos usados
principalmente em cultivos massivos de Dunaliella salina. Contudo os mais utilizados
apresentam volumes menores que 1000 L, divididos em quatro tipos predominantes: grandes
tanques abertos, tanques circulares com pas rotatorias para mistura da agua, tanques raceways
e grandes bolsdes plasticos.

Atualmente, os rigorosos controles aplicados na tecnologia para a producéo
comercial de microalgas permitem que estas possam se desenvolver tanto em ambientes
bastante seletivos como em culturas ao ar livre e, mesmo assim, permanecerem ausentes de
contaminantes como por exemplo outras algas indesejadas e protozoarios (BOROWITZKA,
1999).

As microalgas possuem uma alta eficiéncia na conversdo de energia solar em
compostos organicos de elevada energia quimica, ja que as mesmas podem converter mais de
5% da energia solar em biomassa (SCHENK et al., 2008). Devido aos altos rendimentos e o
melhor crescimento em diferentes condigcdes, comparados aos das plantas terrestres, as
microalgas sdo consideradas como a fonte de biomassa da terceira geracdo (POSTEN;
SCHAUB, 2009).

Existem vérias aplicacdes comerciais para as microalgas, como seu uso para
aumentar o valor nutricional de alimentos destinados ao homem e a animais, sendo parte
essencial da dieta das primeiras fases de vida de organismos destinados a aquicultura, sua
incorporacdo em cosmeéticos, sua utilidade no tratamento de efluentes de esgotos domésticos e
na fixacdo do CO, emitido para a atmosfera, reduzindo os impactos causados por este gas ao
meio ambiente (SPOLAORE et al., 2006; DE-BASHAN et al., 2008; MUNOZ; GUIEYSSE,
2006).
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Além da possibilidade de uso no tratamento de esgotos domésticos, as microalgas
também podem ser utilizadas no tratamento de efluentes industriais, como no caso da vinhaga,
obtida do processamento da cana-de-aglcar. O desenvolvimento das microalgas na vinhaca
pode ainda ser acelerado pela adi¢do de CO, a cultura e a biomassa resultante servir para
gerar energia, a partir da producio de biogas (DOUSKOVA et al., 2010).

A biotecnologia aplicada as microalgas tem adquirido forca e consideravel
importancia nas Ultimas décadas devido a utilizacdo da biomassa em alimentos e ragdes, a
obtencdo de produtos de alto valor econémico e também suas aplicacdes ecolégicas. Com o
avanco dos estudos, o mercado expande cada vez mais as aplicaces das microalgas em novas
areas, devido a enorme diversidade de espécies e, com 0 apoio da engenharia genética, novos
produtos tém sido obtidos, a partir de culturas cada vez mais sofisticadas visando atender a
alta demanda das industrias alimenticia e farmacéutica (PULZ; GROSS, 2004).

De acordo com Guzman-Murillo; Ascencio (2000) o uso de compostos bioativos
de microalgas tem sido considerado, recentemente, uma importante alternativa na prevencéao
de infeccOes bacterioldgicas em animais e em humanos, reduzindo o uso de antibioticos.

A obtencé@o de compostos biologicamente ativos de microalgas pode ser realizada
de diversas formas. Kang et al. (2007) utilizaram solventes naturais em dois estagios e
otimizaram a extracdo de astaxantina, um antioxidante presente em uma microalga do género
Haematococcus. Guzman-Murillo et al. (2007) extrairam substancias poliméricas
extracelulares (EPS) da microalga Phaeodactylum tricornutum através da adicdo do
detergente CPC. Ja Parikh; Madamwar (2006) obtiveram os polissacarideos liberados no meio
das microalgas Nostoc, Oscillatoria e Cyanothece por precipitacdo com o uso de acetona
gelada.

A variacdo das condicdes de cultivo também pode influenciar na quantidade de
compostos produzidos pelas microalgas. You; Barnett (2004) avaliaram a eficiéncia dos
espectros de luz azul e vermelha em acelerar a taxa de fotossintese da microalga rodoficea
Porphyridium cruentum, o que resultou em um aumento da producdo de polissacarideos
sulfatados, mostrando a importancia dos diferentes espectros de luz em massificar culturas de
organismos fotossintetizantes.

Para Fabregas et al. (1998), a renovacdo do volume diario do meio de cultivo
também pode ser importante para aumentar a producdo de compostos valiosos como
ficoeritrina, polissacarideos sulfatados e até acidos graxos poliinsaturados por microalgas. De

acordo com os autores, a renovagdo de até 50% do volume da cultura, aliada a um efetivo
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sistema de iluminagdo, foram suficientes para estimular a producdo de polissacarideos

sulfatados pela microalga P. cruentum.

2.2 As microalgas do género Dunaliella

As microalgas sdo divididas em grupos, dentre eles a divisdo das microalgas
verdes, denominada Chlorophyta, constituida pelas familias Prasinophyceae, Ulvophyceae,
Charophyceae e Chlorophyceae. Esta ultima com um maior nimero de representantes com
cerca de 2.500 espécies distribuidas em 350 géneros, sendo os mais conhecidos Chlorella,
Chlamydomonas, Haematococcus e Dunaliella. Estes géneros despertaram grande interesse
nas mais diversas industrias pela sua alta producdo de lipidios, carotendides, astaxantinas e
outros subprodutos de elevado valor comercial (PULZ; GROSS, 2004).

Mais de um século j& se passou desde a primeira vez em que microalgas do
género Dunaliella foram visualizadas em salinas no sul da Franca por Michel Felix Dunal
(1848), sendo a primeira descricdo realizada em 1905 por Hamburger e Teodoresco (Figura
2). Estas microalgas sdo responsaveis pela maior parte da producdo primaria em ambientes
hipersalinos no mundo todo (OREN, 2005).
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Figura 2: Células de Dunaliella salina fixadas e desenhadas por Hamburger e Teodoresco em 1905. (Fonte:
Oren, 2005).
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Como dito anteriormente, as espécies de microalgas do género Dunaliella
pertencem a familia Chlorophyceae e sdo organismos unicelulares que geralmente se
apresentam em formato ovoide, com um comprimento de 6 a 15 um e largura de 4 a 10 pum,
possuindo dois flagelos iguais, longos e moveis em cada célula. As principais caracteristicas
morfoldgicas das microalgas que compdem o género, em contraste com os demais géneros
pertencentes as cloroficeas, é o fato das células ndo possuirem uma parede celular rigida
composta de polissacarideos, e sim uma fina e elastica membrana que envolve o protoplasto.
Essa membrana permite a rapida mudanca no formato e no volume celular em resposta a
alteracbes osmoticas, o que poderia levar a célula a ruptura sob condi¢des hipot6nicas. No
entanto, as espécies do género Dunaliella sdo consideradas, dentre 0s organismo eucarioticos,
as Unicas capazes de prosperar em meios cuja variacdo salina € muito grande. Sua
halotolerancia vai desde ambientes quase dulcicolas (<0,1 M NaCl) até ambientes
extremamente saturados de sal (>5 M NaCl) (BEN-AMOTZ; AVRON, 1993).

As microalgas do género Dunaliella sdo alvo de intensos estudos sobre sua
fisiologia, bioquimica, ecologia e suas aplicacdes comerciais devido a diversos fatores, tais
como a facilidade no cultivo da grande maioria das especies e, além da capacidade de
desenvolvimento em uma grande variedade de salinidade, possuem uma alta tolerancia a
metais pesados e pesticidas (BOROWITZKA; SIVA, 2007).

O aumento da salinidade do meio de cultivo faz com que as células de microalgas
pertencentes ao género Dunaliella crescam de tamanho, comprimento e volume, o que
aumenta consideravelmente a producdo de glicerol que ajuda a microalga na sua regulacéo
osmotica (BOROWITZKA,; SIVA, 2007). As microalgas deste género sdo também capazes de
acumular altos niveis de P-caroteno, glicerol e proteinas o que tem mantido grandes
producdes de D. salina na China, Australia, Israel e india (CELEKLI; DONMEZ, 2006).

Recentemente, a extracdo de substancias exopoliméricas de microalgas (EPS) tem
aumentado o interesse em estudos com esse género, principalmente em D. salina, devido a
grande tolerancia a altas salinidades o que favorece a producdo destas substancias (MISHRA;
JHA, 2009).

A auséncia de uma parede celular rigida nas microalgas pertencentes ao género
Dunaliella facilita a reproducdo assexuada por divisdo longitudinal das células mdveis ou a

sexuada pela fusdo de duas células moveis e formacgao do zigoto (Figura 3) (Oren, 2005).
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Figura 3: Células verdes e vermelhas de Dunaliella salina agregando-se (acima) e formacéo de zigoto com os
dois tipos celulares (abaixo). (Fonte: Oren, 2005).

A espécie D. tertiolecta, utilizada no presente trabalho, pertence a ordem
Tertiolectae e se caracteriza por apresentar a célula sempre verde, radialmente simétrica,
elipsoidal ou oval, com comprimento e largura variando de 5 a 18 e de 4,5 a 14 um,
respectivamente. Os flagelos possuem um comprimento de cerca de 2 a 2,5 vezes o tamanho
da célula, os cloroplastos sdo em forma de copo com pirendide axial ou basal e com a
amilosfera composta de pequenos granulos distintos de amido. A parte anterior da célula é
livre de cloroplastos e transparente, compreendendo cerca de ¥ a ¥ do tamanho da célula
com muitos granulos refringentes (Figura 4). A reproducdo sexuada é desconhecida para esta
espécie, que € marinha e apresenta baixo desenvolvimento em salinidades superiores a 12%
(BOROWITZKA,; SIVA, 2007).

Figura 4: Célula de Dunaliella tertiolecta, visualizada em microscopio com contraste de fase, aumento 1000x
(Fonte: Arquivo pessoal).
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A microalga Dunaliella tertiolecta, quando submetida a salinidades baixas,
produz grandes quantidades de lipidios, na forma de fitoster6is, para aumentar sua
flutuabilidade e se manter na coluna d’agua. Ja a medida que a salinidade aumenta reduz a
quantidade dos fitosterdis em resposta ao choque osmético, chegando a cerca de apenas 1%
do peso seco da alga (FRANCAVILLA; TROTTA; LUQUE, 2010).

2.3 Polissacarideos sulfatados de algas

Os carboidratos sdo moléculas organicas que tém na sua estrutura quimica o
radical poliidroxialdeido ou poliidroxicetona, ocorrendo em todos 0s seres Vivos,
principalmente nos vegetais. Estes compostos sdo classificados de acordo com o nimero de
unidades de acucar em monossacarideos, oligossacarideos e polissacarideos, 0s quais séo
constituidos por vérios residuos de monossacarideos, unidos por ligagdes glicosidicas,
podendo ainda ser lineares ou ramificados (LEHNINGER et al., 1995).

Os polissacarideos podem apresentar sulfato na sua estrutura quimica, sendo
denominados de polissacarideos sulfatados (PS). Por defini¢do, os PS s&o polimeros formados
por unidades repetitivas de acucares e carregados negativamente devido a presenca do radical
sulfato (STYER, 1996). Segundo Percival e McDowel (1967), os PS estdo presentes nas algas
pardas, vermelhas e verdes na forma de fucanas (fucoidanas), galactanas (carragenanas e
agares) e arabino-galactanas, respectivamente.

Os PS podem ocorrer na forma de polissacarideos livres (CHAKRABATI; PAK,
1980) ou ligados covalentemente a uma cadeia polipeptidica, formando os proteoglicanos
(RUOSLAHTI, 1989).

Estudos com PS de macroalgas tém mostrado que suas estruturas variam de
espécie para espécie e, as vezes, em diferentes partes das mesmas (DIETRICH et al., 1995). A
complexidade na estrutura desses compostos se deve as muitas possibilidades de ligacdes
entre os monossacarideos e a distribuicdo de grupos sulfato (ALVES, 2000).

Por serem estudados ha mais tempo, os polissacarideos sulfatados extraidos de
macroalgas, ja possuem relatos na literatura de sua caracterizagdo estrutural (Figura 5), sendo
escassos 0s relatos de caracterizacdo de polissacarideos extraidos de microalgas, o que

dificulta os estudos referentes a estes.
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Figura 5: Principais unidades repetitivas de alguns polissacarideos sulfatados de algas marinhas. A: Agar
(HAMER; BHATTACHARIEE; YAPHEE., 1977), B: lambda-carragenana, C: iota-carragenana, D: kapa-
carragenana, E: beta-carragenana (FALSHAW et al., 1996), F: épsilon-carragenana, G: pi-carragenana, H: teta-
carragenana (FALSHAW; FURNEAUX, 1995).

Sendo assim, cada polissacarideo pode possuir conformacao estrutural Unica e,
portanto, apresentar atividades bioldgicas diferentes ou mais potentes de que outros
polissacarideos, ou outros compostos ja descritos. Além disso, diferentes métodos de extracdo
podem, também, resultar em atividades bioldgicas distintas de um mesmo composto. Deste
modo, a identificacdo de um novo PS ou o desenvolvimento de um novo método de extracédo
vem sempre acompanhada de perspectivas para descoberta de um novo farmaco (ROCHA et
al., 2004).

Diferentemente das macroalgas, que geralmente sdo coletadas no ambiente natural
para a extracdo de PS, as microalgas precisam ser cultivadas para a extracdo destas
substancias, porém sao faceis de cultivar em grandes quantidades em curtos periodos de
tempo (SIMON-BERCOVITCH; BAR-ZVI; ARAD, 1999).
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2.4 Substéncias poliméricas extracelulares (EPS)

As Dbactérias, cianobactérias e microalgas sdo conhecidas por produzir
macromoléculas e exorcitar das suas paredes celulares, comumente chamadas de substancias
poliméricas extracelulares, ou EPS (extracellular polymeric substances) (COMTE;
GUIBAUD; BAUDU, 2008). As EPS que permanecem fortemente ligadas a superficie da
célula através de ligacdes covalentes e ndo podem ser facilmente removidas sdo chamadas de
“fracdes ligadas”, ja aquelas que sdo fracamente aderidas a célula e mais facilmente liberadas
no meio de cultivo sdo consideradas como “fracBes desligadas”. Uma série de estudos
sistematicos tém se desenvolvido em busca de otimizar as formas de isolamento das duas
fracOes de EPS, a partir de meios sintéticos, bem como alterar a composicao e quantidade de
EPS produzidas nas mais diferentes fases de crescimento dos microorganismos (XU et al.,
2009).

As microalgas, assim como algumas plantas superiores, também produzem uma
variedade notavel de compostos, coletivamente referidos como sendo metabdlitos
secundarios. Estes sdo sintetizados nas culturas, pelas microalgas, ao final da fase de
crescimento exponencial e inicio da fase de desenvolvimento estacionario e apresentam as
mais diversas estruturas quimicas e fungoes fisiologicas (SKULBERG, 2000).

Desde a década de 50, ja se sabia que muitas cianobactérias eram capazes de
sintetizar polissacarideos extracelulares que sd@o liberados no ambiente de cultivo.
Atualmente, cerca de 70 espécies sdo estudadas pela capacidade de producao destas moléculas
denominadas de RPSs (released polysaccharides) visando determinar, principalmente, os
acucares que compdem estes polimeros. Durante o desenvolvimento das culturas,
principalmente pelo método estaciondrio ou “batch”, grandes quantidades destes
polissacarideos sao liberados e dissolvidos no meio de cultivo, causando um aumento
progressivo na viscosidade do mesmo (DE PHILIPPIS; VICENZINI, 1998).

O complexo de Golgi, uma organela celular bastante dinamica, é conhecido por
ser responsavel no processamento, maturacdo e triagem de novas proteinas, glicoproteinas,
proteoglicanas e dos polissacarideos complexos sintetizados pelo organismo, tanto em
animais como em plantas. Sua funcdo de producdo de polissacarideos, principalmente
exopolissacarideos, também foi evidenciada para microalgas como Porphiridium sp.
(KEIDAN; FRIEDLANDER; ARAD, 2009)
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Recentemente, o interesse e a utilizacdo de exopolissacarideos (RPS) de
microorganismos para as mais diversas aplicacfes industriais aumentou, por ser um recurso
que pode ser oferecido com estabilidade e qualidade durante todo o ano, sem ser afetado por
safras e variagdes climaticas em contraste com os polissacarideos extraidos de plantas e
macroalgas (HENANDEZ-GUERRERO et al., 2000).

As principais hipoteses para a producdo de RPS por microorganismos sdo a
protecdo celular contra o estresse em ambientes extremos como salinas e desertos ou outras
condicdes prejudiciais como dessecacdo e presenca de predadores, além de atuarem como
agentes antibacteriolégicos (DE PHILIPPIS; VICENZINI, 1998). Ainda segundo os autores,
uma outra possivel atividade para os polissacarideos de cianobactérias € proteger a enzima
nitrogenase de possiveis efeitos prejudiciais do estresse oxidativo.

Os polissacarideos sulfatados de microalgas sdo utilizados no desenvolvimento de
novas drogas medicinais, especialmente contra infec¢Bes virais, bacterianas e por fungos
resistentes a antibioticos, bem como no combate ao céancer (HULEIHEL et al., 2001;
SKULBERG, 2000).

O estresse oxidativo causado por espécies reativas de oxigénio (ROS) podem ser
a causa direta ou indireta de danos aos tecidos e muitas doengas no homem, como o cancer,
arterosclerose, inflamacdes e até o envelhecimento. Durante décadas, um grande nimero de
polissacarideos de plantas, algas e outros microorganismos tém apresentado potencial para
serem utilizados como antioxidantes naturais. Foi a partir de estudos como esses que 0s RPS
produzidos pela microalga Rhodella reticulata se mostraram com enorme potencial para ser
utilizados como antioxidantes naturais (CHEN et al., 2010).

Tannin-Spitz et al. (2005) evidenciaram que o0s polissacarideos da microalga
Porphyridium sp. também apresentavam atividade antioxidante. Huleihel et al. (2002)
utilizando os polissacarideos sulfatados da mesma microalga, observaram um impressionante
efeito antiviral contra os virus da herpes simplex tipos 1 e 2. Ja Guzman-Murillo; Ascencio
(2000) verificaram a atividade antiadesiva in vitro de exopolissacarideos de varias microalgas
contra bactérias em células do tecido intestinal, ficando comprovada a eficacia dos compostos
testados.

Os RPS de microalgas podem, também, ter seu grau de sulfatacdo aumentado e
assim combater o desenvolvimento de células cancerosas, exibindo propriedades com
potencial uso terapéutico (GERESH; MAMONTOV; WEINSTEIN, 2002). No entanto, para
que o desenvolvimento desta biotecnologia possa avancar € necessario conhecer detalhes da

forma estrutural destes complexos polimeros (GERESH et al., 2009).
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2.5 A atividade imunomoduladora dos polissacarideos sulfatados

Nos Ultimos anos, tem crescido o interesse cientifico na investigacdo e
identificacdo de compostos com atividade bioldgica oriundos de organismos aquéaticos, com
aplicabilidade em varios ramos da ciéncia. Dentre estes compostos, 0s PS extraidos de algas
marinhas (macroalgas e microalgas) se destacam por apresentarem diversas atividades
bioldgicas tais como: anti-inflamatéria, pro-inflamatéria, antitumoral, anti-metastica, anti-
profilerativa, antiviral, anticoagulante e antitrombética (BOISSON-VIDAL et al., 1995),
sendo as trés ultimas as mais avaliadas.

Segundo Smith; Brown; Hauton (2003), cinco grupos de imunoestimulantes vém
sendo testados com sucesso na aquicultura, apresentando resultados promissores na
sobrevivéncia de crustaceos expostos experimentalmente a microorganismos patogénicos
como bactérias vivas, antigenos bacterianos, glucanas, peptidoglicanas e lipopolissacarideos.
Para Sakai (1999) fatores nutricionais, como vitaminas B e C e hormonais, como o hormdnio
do crescimento e a prolactina, também vém sendo utilizados como imunoestimulantes. Ainda
segundo o autor, a administracdo de imunoestimulantes pode aumentar a sobrevivéncia, bem
como melhorar o crescimento de peixes e camardes.

Vargas-Albores (2002) relata que a avaliagdo da eficiéncia de um
imunoestimulante depende de suas caracteristicas farmacologicas, das condicdes fisiologicas
do animal e das condi¢Ges ambientais. Em camardes, por exemplo, existe a possibilidade dos
animais ndo responderem ao tratamento com imunoestimulante devido a ma nutricdo ou ao
comprometimento fisioldgico com outros processos como, muda e reproducdo. Por outro
lado, a falta de resposta também pode ocorrer pelo fato dos organismos se encontrarem
saudaveis, bem alimentados ou em boas condicdes ambientais.

Takahashi et al. (1998) demonstraram a eficacia da administracdo oral do
fucoidam, um PS extraido da alga marinha parda Cladosiphon okamuranus, no controle do
virus da mancha branca (WSSV) em camardes da espécie Marsupenaeus japonicus. Os
autores mostraram que a administracdo de 60 e 100 mg kg™ d™ resultou em sobrevivéncias de
77 e 76%, respectivamente, enquanto os individuos do tratamento que ndo recebeu o

fucoidam apresentaram 100% de mortalidade.
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Da mesma maneira, Chotigeat et al. (2004) relataram um aumento significativo da
sobrevivéncia do camardo tigre-gigante Penaeus monodon infectado pelo WSSV, apds
administracdo oral do fucoidam extraido da alga marinha parda Sargassum polycystium.

A imersdo de juvenis de camardo L. vannamei em solugédo de B-glucano e de PS
extraidos de uma microalga cianoficea Cyanothece sp., promoveram respostas semelhantes,
ativando o sistema imune através de um aumento da producdo de anion superéxido. Embora
esta ativacdo tenha sido muito similar para os dois acucares, os PS foram utilizados em uma
dosagem 500 vezes menor do que o outro componente testado (CAMPA-CORDOVA et al.,
2002).

Em outro estudo, os PS extraidos da alga marinha vermelha Botryocladia
occidentalis foram adicionados na racdo de tilapias, Oreochromis niloticus, submetidas a
reversdo sexual, sendo observado um melhor crescimento dos individuos que receberam
determinada dose (FARIAS et al., 2004), ja os obtidos da alga marinha vermelha Gracilaria
caudata foram introduzidos na alimentacdo de pos-larvas de peixes em doses de 0,1 e 0,2
mg/g o que resultou em uma melhor resisténcia das mesmas a condig¢Ges estressantes, como
falta de oxigénio e ma qualidade da 4gua (ARAUJO, 2006).

As macroalgas marinhas Spatoglossum schroederi, Halymenia pseudofloresia e
Botryocladia occidentalis produzem PS capazes de aumentar a resisténcia de juvenis e pos-
larvas do camardo Litopenaeus vannamei, submetidos a condi¢6es de estresse em laboratorio
(LIMA et al., 2009; RODRIGUES et al., 2009; BARROSO et al., 2007).

Polissacarideos sulfatados extraidos de algumas espécies de algas apresentam uma
alta atividade antiviral contra virus encapsulados, incluindo aqueles capazes ser altamente
patogénicos ao homem como o virus da imunodeficiéncia humana. Essa atividade antiviral é
baseada na formacao de complexos similares aos dos virus que os impedem de interagir com
célula. Esses polissacarideos podem ser obtidos em grandes quantidades e a baixos custos,
apresentando baixa toxicidade e em alguns casos poucos efeitos anticoagulantes
(DAMONTE; MATULEWICZ; CEREZO, 2004).
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2.6 Algumas considerac@es sobre o sistema imune dos crustaceos

Os crustaceos marinhos estdo em constante contato, em seu ambiente natural, com
uma grande diversidade de microorganismos, sejam eles patogénicos ou ndo. A primeira linha
de defesa destes animais é fornecida por sua carapaga externa, fazendo a funcdo de uma
barreira protetora. A segunda barreira € formada pelo trato digestério do animal, por onde
adentram a maioria dos microorganismos, sendo capaz de inativar e digerir a maioria dos
invasores, mas caso essas barreiras sejam superadas, ¢ desencadeada, no hospedeiro, uma
série de reacfes imunoldgicas bastante complexas na tentativa de neutralizar e eliminar o
invasor (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2008). Mudangas naturais do ambiente,
diariamente ou sazonalmente, ja submetem os organismos ao sofrimento e, aliadas ao estresse
ambiental causado pela presenca de poluentes na agua, sdo fatores determinantes para o
surgimento e/ou 0 aumento no nimero de patégenos (LE MOULLAC; HAFFNER, 2000).

Os crustaceos, assim como outros invertebrados, s6 apresentam o sistema imune
inato, ndo especifico, diferente dos vertebrados que também apresentam um sistema imune
adaptativo, ou especifico. Assim, 0s crustaceos sdo incapazes de gerar defesas a longo prazo
como resposta de vacinas especificas para invasores, porgue seu sistema imune ndo possui
memoria imunoldgica (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2008).

O sistema imune inato é a primeira linha que defende o organismo contra o ataque
de bactérias, fungos e virus patogénicos (HOEBE; JANSSEN; BEUTLER, 2004). Esse
sistema é essencial na sobrevivéncia e perpetuacdo de muitas espécies (SALZET, 2001). Em
crustaceos, as respostas imunoldgicas a nivel celular envolvem diretamente as células
imunoldgicas (hemacitos) e as rea¢des humorais sdo desencadeadas por moléculas soltveis no
plasma, assim as duas devem atuar em perfeito sincronismo para maximizar a protecdo do
organismo contra agentes invasores (CANTELLI, 2009). As moléculas efetoras do sistema
imune dos crustaceos (proteinas e peptideos) sdo encontradas nos hemocitos, na hemolinfa, e
em certos tecidos como as branquias, por exemplo (GROSS et al., 2001).

Os principais sistemas de defesa reconhecidos nos crustaceos sao a coagulacéo da
hemolinfa, a melanizacdo, o reconhecimento e aglutinacdo celular, os sistemas
antibacterianos, antifingicos e antivirais, a producdo de formas reativas de oxigénio (ROS) e

nitrogénio e os sistemas fagocitico e de encapsulamento (IWANAGA; LEE, 2005).
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Em crustaceos decdpodes, os hemdcitos circulantes sdo principalmente dos tipos
granulares e semi-granulares, responsaveis pelo reconhecimento de patdgenos e a ativacdo do
sistema profenoloxidase (proPO), bem como, a encapsulacdo e coagulacdo dos patdgenos
(SODERHALL; CERENIUS, 1998). A melanizacdo dos patdgenos e danos causados aos
tecidos sdo umas das principais defesas do sistema imune inato dos crustaceos, € um processo
controlado pela enzima fenoloxidase (PO), que possui proteinas de reconhecimento padréo,
ativada por componentes de superficie de microorganismos, como os lipopolissacarideos
presentes em bactérias Gram-negativas e B-glicanas encontradas em fungos (CERENIUS;
SODERHALL, 2004). Ainda de acordo com os autores, concomitante a ativagdo do sistema
proPO, muitas outras reacGes imunoldgicas podem ocorrer como a geracdo de fatores
antimicrobioldgicos, citotéxicos ou simplesmente a promocéo da atividade fagocitica.

Doengas em camardes, principalmente as virais, s&0 uma das causas de efeitos
negativos na economia em um grande grupo de paises produtores deste organismo na Asia e
nas Américas do Sul e Norte. Estudos sobre a imunidade de camardes e outros crustaceos
abrangem o0s aspectos gerais e consequéncias no sistema imune, buscando conhecer 0s
mecanismos de resposta a doengas nestes animais (LIU; SODERHALL;
JIRAVANICHPAISAL, 2009).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencéo e cultivo das microalgas

A microalga Dunaliella tertiolecta, utilizada neste experimento, foi adquirida no
cepario do Laboratério de Tecnologia em Aquicultura (CTA) do Departamento de Engenharia
de Pesca da Universidade Federal do Ceard — UFC, onde foi cultivada em recipientes de trés
litros utilizando meio Guillard /2, temperatura de 28°C + 1°, aeracdo constante e iluminagao
continua produzida por duas lampadas fluorescentes de 40 W com iluminancia de
aproximadamente 600 UE cm™ s por um perfodo de 10 dias. Todos os materiais utilizados,
bem como, o0 meio de cultura para o cultivo da microalga foram previamente esterilizados por

20 minutos a 120 °C em autoclave e os cultivos foram realizados em triplicata.

3.2 Quantificacdo da biomassa de Dunaliella tertiolecta

O crescimento da microalga foi avaliado por contagem diaria da densidade celular
(DC) em cel mL™ em uma camara de Neubauer (hemocitdmetro) e através da densidade
optica (DOsgsonm) por espectrofotometria a 680 nm. Os valores médios de DO e DC, obtidos de
trés repeticdes foram utilizados para estabelecer a correlacéo linear, determinar a equacéo de
regressao linear e construir a curva de crescimento. Além disso, também foram determinadas
a concentracdo celular média (X), obtida no dia de maior produtividade da cultura (OHSE et
al., 2008) e a taxa de crescimento (K) calculada de acordo com a equacdo descrita por
Lourenco (2006): K = N¢- N,/ Dy, onde: “K” ¢ a taxa de crescimento; N, € N a concentracao
celular (n°/mL) no inicio e no dia em que o cultivo obteve a maxima concentracdo celular,
respectivamente e Dy, 0 tempo de cultivo em dias.

Para as determinacBes do peso seco da microalga, foram coletadas quatro
amostras em diferentes estagios da curva de crescimento. Apos a leitura das absorbancias em
espectrofotometro (DOeso nm), as amostras foram submetidas a uma filtragem em papel filtro,
com auxilio de uma bomba de vacuo para a separacdo da biomassa do meio de cultivo. Em

seguida, o material obtido foi seco em estufa a 60 °C por 24 horas, e quantificado em balanga
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analitica, com o objetivo de correlacionar o peso seco em g/L com a DOggo nm, bem como,

quantificar a producdo de biomassa em g/L ao longo do cultivo.

3.3 Coleta da Biomassa por floculacéo

A biomassa da microalga foi coletada sempre que as culturas se encontravam ao
final da fase exponencial de crescimento, através de floculacdo induzida por variacdo do pH
do meio de cultivo, através da adicdo de hidroxido de sddio (NaOH) 2 N. Ap6s um repouso
de 24 horas a 4 °C e completa sedimentacdo da biomassa, 0 sobrenadante foi decantado,
separado da biomassa e estocado a 4°C. A biomassa foi submetida a sucessivas lavagens, a
cada 24 horas, para retirada do sal, sendo a salinidade avaliada com um refratbmetro. Apds a
reducdo da salinidade da agua da lavagem para zero, a biomassa foi submetida a secagem em
estufa de circulacdo de ar a uma temperatura constante de 60 °C por 24 ou 48 horas

dependendo do volume para secagem.

Figura 6: Biomassa de microalga floculada apds as sucessivas lavagens (Fonte: Arquivo pessoal).

3.4 Extracao de polissacarideos sulfatados

A extracdo dos polissacarideos sulfatados de D. tertiolecta foi realizado a partir da
biomassa seca e do meio de cultivo, neste ultimo com o objetivo de obter exopolissacarideos

(RPS) liberados no meio pela microalga.
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Para a realizacdo da extracdo de polissacarideos sulfatados a partir da biomassa,
foram hidratados 4 g de biomassa seca em tampéo acetato de sédio 100 mM pH 5,0 + cisteina
5mM + EDTA 5 mM por 24 horas e adicionados a mistura 90 mL de uma solucéo de papaina
(30 mg/mL). A mistura foi incubada em banho-maria a 60 °C por 24 horas e, em seguida, foi
centrifugada (756x g) durante 3 minutos, visando separar a biomassa do sobrenadante. A
biomassa foi reutilizada para novas extracdes e, ao sobrenadante, foi adicionado alcool etilico
absoluto gelado (2:1; v/v), permanecendo em repouso por 24 horas a 4 °C, para a precipitacao
dos polissacarideos. ApGs a precipitacdo, o material foi novamente centrifugado e o pellet
resultante seco em estufa a 60 °C por 24 horas.

A extracdo dos exopolissacarideos seguiu a metodologia adaptada de Guzman-
Murillo e Ascéncio (2000) e consistiu, inicialmente, em filtrar com papel filtro um litro do
meio de cultivo previamente estocado, para retirada de impurezas e restos de biomassa e, logo
em seguida, adicionar alcool etilico absoluto gelado (2:1; v/v) para precipitagdo dos
exopolissacarideos. A mistura permaneceu em repouso a 4 °C por 24 horas e, posteriormente,
foi centrifugada a 756x g por 3 minutos, sendo o sobrenadante descartado e o pellet seco em
estufa de circulagéo de ar a 60 °C por 24 horas.

Para uma pré-purificacdo dos exopolissacarideos, 5 g do material seco foram
dissolvidos em 500 mL de uma solucéo de cloreto de célcio (CaCly) 2 M e a mistura mantida
em constante agitacdo por 40 min. em banho-maria a 50 °C. Em seguida, a solucdo foi
centrifugada e, ao sobrenadante, foram adicionados trés volumes de alcool etilico absoluto
gelado para nova precipitacdo dos exopolissacarideos a 4 °C por 24 horas. Apos a

precipitacdo, a solucdo foi centrifugada (756x g; 3 min.) e o pellet seco em estufa a 60 °C.

3.5 Fracionamento dos polissacarideos sulfatados de D. tertiolecta

Os polissacarideos foram submetidos a uma cromatografia de troca ibnica em coluna de
DEAE-celulose. A coluna foi equilibrada com tampédo acetato de sédio 100mM pH 5,0 +
EDTA 5 mM e o fluxo foi mantido em 60 mL.h™. Para realizacdo da cromatografia, foi
aplicado no topo do gel, uma aliquota de 1 mL de uma solu¢do de PS (1 mg.mL-1), a eluicdo
da coluna realizou-se, passo a passo, com o tampdo de equilibrio contendo diferentes
concentracdes de cloreto de sédio (0,5; 0,7; 0,9; 1,2; 1,4; 1,6; 1,8 e 2,0 M), sendo coletadas

frages de 1 mL.
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3.6 Animais e desenho experimental

Para este estudo foram utilizados 240 juvenis do camardo marinho Litopenaeus
vannamei (12 = 1 g), adquiridos junto a Fazenda Aquisia Aquicultura Saraiva LTDA,
localizada no municipio de Paraipaba-CE, e 1.000 pl’s, estadio 15, cedidas pela Fazenda
Aquacrusta Marinha que se localiza no municipio de Acarad-CE.

Apds a chegada dos animais ao laboratério, os juvenis foram divididos em duas
caixas de 1.000 litros com agua em salinidade 10, e as pl’s foram acondicionadas em um
monobloco plastico para 70 litros contendo agua em salinidade 25, salinidades estas as
mesmas utilizadas nas respectivas fazendas de origem.

Apos a aclimatacéo inicial (2 dias), os juvenis foram distribuidos aleatoriamente
em 16 monoblocos de plastico preto, na densidade de 15 camardes por monobloco, com
salinidade 10 e aeracdo constante. ApoOs a estocagem dos individuos nos monoblocos, foi
realizada uma nova aclimatacdo por 24 horas e, em seguida, iniciou-se a adi¢do dos
exopolissacarideos diretamente na agua de cultivo. Foram realizados 3 tratamentos (0,5; 1 e 2
mg/L) com exopolissacarideos e um controle sem polissacarideo, sendo 0s animais
alimentados com racdo 35% de PB, (2% do peso vivo) em duas refeiches diarias. A
manutencdo da qualidade da agua foi controlada através de renovacgfes diarias de 15% do
volume nos monoblocos, sempre antes da administracdo dos polissacarideos, permanecendo

por 5 dias neste sistema.

3.6.1 Teste de estresse salino para pds-larvas

Para tal, inicialmente as pl’s foram estocadas na densidade de 1 pl/mL em
recipientes plasticos, utilizando um volume total de 10 mL de agua na salinidade inicial de 25.
Os exopolissacarideos foram adicionados nas concentracdes de 0,5, 1 e 2 mg/L, com um
tratamento controle sem polissacarideo e permaneceram nessas condi¢des por duas horas.
Decorrido este tempo, as pl’s foram transferidas para outros recipientes contendo agua
destilada (salinidade zero) na densidade de 0,1 pI’s/mL, permanecendo por 30 minutos nessas

condigdes. Em seguida, foram novamente transferidas para 0s copos com agua na salinidade
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de 25 onde permaneceram por mais uma hora e o resultado do estresse salino foi avaliado pela

contagem de individuos mortos.

3.7 Coleta da hemolinfa e analise de imunoparametros

Para a coleta da hemolinfa utilizou-se somente os individuos juvenis. A coleta da
hemolinfa e a analise dos imunoparametros seguiram a metodologia descrita por Cantelli
(2009), sendo a hemolinfa coletada no dia zero (0) e no dia final do experimento (dia 5), a
partir de um pool de 3 animais, todas as analises forma realizadas no Laboratério de
Imunologia Aplicada a Aquicultura (LIAA) em Floriandpolis-SC. A hemolinfa foi coletada da
regido dorsal* do cefalotérax previamente higienizada com etanol 70%, utilizando-se seringas
de 1 mL, contendo uma das seguintes solugdes anticoagulantes: AC (27 mM citrato de sddio,
336 mM NaCl, 115 mM glicose, 9 mM EDTA, pH 7,4) ou SIC-EDTA (450 mM NacCl, 10
mM KCI, 10 mM EDTA, pH 7,2) + formaldeido 4%, na proporcdo de 1:2
(hemolinfa:anticoagulante). Outras amostras de hemolinfa, coletadas sem o uso de
anticoagulantes, foram depositadas em microtubos e deixadas coagulando por 24 horas a 4 °C
para obtencdo do soro, através de maceracéo e sucessivas centrifugacdes a 756 x g por 5 min.
As amostras foram utilizadas para a contagem total de hemaocitos (CTH), atividade da enzima

fenoloxidase (PO), atividade aglutinante e concentracao protéica da hemolinfa.

3.7.1 Contagem Total de hemacitos (CTH)

Para a contagem total de hemadcitos, a hemolinfa (30 pL) de cada amostra foi
misturada a uma solucdo SIC-EDTA (450 mM, 10 mM KCI, 10 mM HEPES, 10 mM EDTA,
pH 7,2) (proporcdo 1:2), acrescida de 4% formaldeido. O numero das células foi entdo
estimado em camara de Neubauer melhorada, com uso de microscopia com contraste de fase
(MCF), em triplicata.

1 O local correto para coleta da hemolinfa em peneideos € na regido ventral entre o primeiro e o0 segundo
par de segmentos abdominais (CANTELLI, 2009).
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3.7.2 Atividade da fenoloxidase (PO)

A atividade da enzima fenoloxidase (PO) foi avaliada depositando 50 pL do soro
(diluido 15x, 35 pL de soro + 490 pL de TBS) de cada amostra em pocos de uma microplaca
de fundo chato, previamente preenchida com 50 pL de TBS para PO e 100 pL para o
controle, na presenca de 50 pL de tripsina (1 mg/mL) em todos os pogos e, adicionados,
também, 50 pL do substrato enzimatico dihidroxifenilalanina, L-DOPA (3 mg/mL), com
exce¢do do controle. Em todas as dilui¢des foi utilizada adgua ultrapura. O rompimento dos
hemdcitos foi realizado por choque hipotdnico para a liberacdo de todo o contetdo
intracelular. Ap6s 20 min. de incubacdo a 20 °C, a formagdo do pigmento vermelho-coral
DOPA-cromo foi quantificada em uma leitora de microplacas a 490 nm, sendo a atividade
expressa pela variagdo da absorbancia por minuto por miligrama de proteina. Todos 0s

ensaios foram realizados em triplicatas.

3.7.3 Concentracao de proteinas totais da hemolinfa (CP)

A concentracdo de proteinas da hemolinfa foi realizada, segundo a metodologia
descrita por Bradford (1976), utilizando como proteina padrdo a albumina sérica bovina

(BSA). Todas as amostras foram realizadas em triplicata.

3.7.4 Avaliacdo da capacidade hemaglutinante da hemolinfa

As aglutininas presentes (lectinas) na hemolinfa foram tituladas, em triplicatas,
através de diluicdo seriada de 50 pL de soro em 50 pL de TBS (50 mM Tris, 150 mM NacCl,
10 mM CacCl,, 5 mM MgCly, pH 7,4) em microplacas de 96 pocos com fundo em “U” e
incubadas com 50 pL de uma suspensao de eritrécitos de coelho a 2% em TBS, por 2 horas a
temperatura ambiente. No controle o soro do camardo foi substituido por TBS. O titulo
aglutinante do soro foi expresso como o reciproco da maior diluicdo ainda capaz de apresentar

aglutinacéo, observada pela formagéo da roseta nos pocos.
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3.8 Analise estatistica

Os dados obtidos referentes aos ensaios realizados em todo o experimento foram
submetidos inicialmente a uma andlise de variancia com fator tnico (ANOVA) e, no caso de
diferencas significativas a nivel de 5%, utilizou-se o teste de Tukey para comparacdo das

médias.
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4 RESULTADOS

4.1 Cultivos e parametros de desenvolvimento da microalga Dunaliella tertiolecta

Os cultivos da microalga Dunaliella tertiolecta tiveram duragdo de 10 dias. Os
valores de absorbancia a 680 nm e os respectivos valores de n° de cels mL™ de D. tertiolecta
apresentaram uma forte correlagdo linear positiva (R? = 0,9996), que permitiu a obtencio da
equacdo de regressdo linear entre estas duas variaveis (Figura 6A).

Nos momentos iniciais do cultivo, na chamada fase de inducdo ou Lag, que durou
do primeiro ao quarto dia, as culturas apresentaram uma taxa de crescimento média de 20,6 x
10* cels mL™ dia™. Logo ap6s a adaptacdo da microalga as condicBes de cultivo, a taxa de
crescimento média aumentou para 47,1 x 10° cels mL™ dia™, caracterizando uma primeira fase
de crescimento exponencial ou Log, que permaneceu do quarto ao sexto dia de cultivo. Este
primeiro crescimento exponencial foi interrompido entre o sexto e sétimo dias do cultivo,
quando a taxa de crescimento média foi reduzida para 14,7 x 10* cels mL™ dia™. Do sétimo ao
nono dia de cultivo, a cultura entrou em novo crescimento exponencial com uma taxa de
crescimento média de 89,65 x 10* cels mL™ dia™ e atingiu uma méaxima producéo celular
média de 375,9 x 10 cels mL™ no nono dia de cultivo. A partir deste momento, a cultura
entrou em uma rapida fase de declinio e morte, apresentando uma reducdo de 155,8 x 10* cels
mL™ do nono para o décimo dia de cultivo (Figura 6B). Ao longo de todo o cultivo a

produtividade celular média foide 126,8 + 65,4 x 10* cel mL™ dia™.
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Figura 7: Correlagdo linear entre a densidade celular (N° de cels mL™) e a densidade 6ptica a 680 nm
(A) e curva de crescimento da microalga Dunaliella tertiolecta expressa em N° de cels mL™ (B).
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Os valores de peso seco e respectivas densidades oOpticas (DOggo nm) também
apresentaram uma forte correlacdo linear positiva (R* = 0,9907), cuja equacdo de regressio
linear possibilitou a quantificacdo da biomassa seca em g L™ ao longo de todo o cultivo
(Figuras 7A e 7B). Assim, na fase de indugéo, foi produzida em média 0,82 g L™ dia™ de
biomassa seca, passando para 1,26 g L™ dia™ durante o primeiro periodo de crescimento
exponencial. Apo6s a redugdo da taxa de crescimento ja relatada anteriormente, a biomassa
voltou a crescer de forma exponencial e alcancou um valor médio de 1,96 g L™ dia™. Na fase
de morte da cultura a perda de biomassa foi de 2,11 g L™ dia™. A biomassa da microalga
passou de 0,51 g L™ no primeiro dia de cultivo para 6,67 g L™ no 4pice da fase exponencial
(nono dia), correspondendo a um aumento de mais de 13 vezes. Ao longo do cultivo, a
microalga apresentou um incremento de biomassa médio diério de 0,380 + 0,05 g L™ dia™, até
o dia de maior producao.
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Figura 8: Correlacdo linear entre o peso seco (g L™ e a densidade optica a 680 nm (A) e curva de crescimento da
microalga Dunaliella tertiolecta expressa em g L™ de peso seco (B).

4.2 Extracdo dos polissacarideos sulfatados

A extracdo dos polissacarideos sulfatados foi realizada a partir de 4 g de biomassa
seca da microalga e de 10 litros de meio da cultura, resultando em 9,8 g de material bruto que
apos a pré-purificacdo com uma solucdo de 2 M de CaCl, no que resultou em 2,3 g de
polissacarideos sulfatados totais, correspondendo a um rendimento de 23,5%. A maior parte

deste material (2,1 g) foi administrada aos juvenis, outra parte (100 mg) foi administrada as
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pos-larvas e o restante (100 mg) usado no fracionamento destes polissacarideos em coluna de

troca ibnica.

4.3 Analise cromatogréafica dos polissacarideos sulfatados de Dunaliella tertiolecta

Ao final do processo de fracionamento dos polissacarideos sulfatados totais em
DEAE-celulose, foram obtidos, inicialmente, quatro fracGes minoritarias com baixa
metacromasia eluidas entre as concentracbes de 0,5 e 1,2 M NaCl. Seguidas de mais quatro
fracbes com uma maior atividade metacromatica, eluidas com 1,4 a 2,0 M de NaCl, sendo o

maior pico de atividade metacromatica constatado na eluicdo com 1,6 M de sal (Figura 8).
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Figura 9: Fracionamento dos polissacarideos sulfatados totais da Dunaliella tertiolecta em coluna de troca i6nica
DEAE-celulose eluida com concentracdes crescentes de NaCl. As fragdes de 1 mL foram monitoradas através da
metacromasia a 525 nm com azul dimetil dimetileno (DMB). Fra¢gBes com maior atividade metacromética
eluidas com as concentracdes 1,4 — 2,0 M de NaCl.

4.4 Teste de estresse salino em pI’s do camardo marinho L. vannamei

As pl’s de camardo foram avaliadas quanto a sua resisténcia através de um teste

de estresse salino. Ao final do experimento, foram contabilizados os animais mortos para cada
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tratamento. O tratamento que apresentou uma menor mortalidade cumulativa, com apenas
12,5% de individuos mortos, foi o referente a menor dose de PS administrada (0,5 mg L™),
enquanto o tratamento com a dose intermediéria de 1,0 mg L™ e o tratamento controle (sem
polissacarideo) apresentaram uma mortalidade cumulativa de 35% ao final do experimento. O
tratamento com a maior dose administrada (2,0 mg L ™) foi também o que apresentou a maior

mortalidade cumulativa, com 40% de individuos mortos (Figura 9).
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Figura 10: Mortalidade cumulativa de pl’s, submetidas ao estresse salino, na presenca de diferentes
concentracdes de polissacarideos sulfatados obtidos de um cultivo de Dunaliella tertiolecta.

4.5 Administracéo dos PS de D. tertiolecta a juvenis do camarao L. vannamei

4.5.1 Mortalidade cumulativa dos animais

No caso dos camardes juvenis onde os PS nas concentragdes de 0,5 e 1 mg L™
foram observadas a mesma taxa de mortalidade acumulada de 27%. O tratamento controle,
sem adicdo de PS, apresentou uma taxa de mortalidade acumulada de 47% que foi a maior de
todo 0 experimento. A administragdo da concentracdo mais elevada de PS (2 mg L™) foi a que
conferiu uma melhor sobrevivéncia aos animais, com um taxa de mortalidade acumulada de

apenas 6,7% (Figura 10).
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Figura 11: Mortalidade cumulativa de juvenis, na presenca de diferentes concentracdes de polissacarideos
sulfatados obtidos de um cultivo de Dunaliella tertiolecta.

4.5.2 Contagem total de hemdcitos (CTH)

No pré-experimento (dia 0), a contagem total de hemdcitos foi de 19,55 x 10° cels
mL™ (Figura 11). Observou-se uma queda significativa e crescente no CTH de L. vannamei
relacionada ao aumento da concentracdo de PS na agua dos monoblocos, ao final do
experimento. No tratamento sem a adicdo de PS, os camardes apresentaram um total de
hemécitos de 15,32 x 10° cels mL™, enquanto os animais dos tratamentos com adicéo de 0,5 e
1,0 mg/L de PS apresentaram um total de 7,15 x 10° e 2,94 x 10° cels mL™, respectivamente.
Ja a contagem dos hemaocitos dos animais que receberam a maior dosagem de polissacarideos
(2,0 mg/L) foi reduzida para apenas 1,1 x 10° cels mL™. As CTHs obtidas dos camardes que
foram expostos aos PS extraidos da microalga D. tertiolecta apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) quando comparados entre si, com exce¢do dos tratamentos com adicao
de 0,5 mg/L e 1,0 mg/L que foram estatisticamente semelhantes. Quando se compara as CTHs
dos animais tratados com PS com a contagem obtida no pré-experimento (dia 0) todos
apresentam diferencgas significativas (p<0,01), mostrando uma evidente tendéncia de queda na
quantidade de hemdcitos com o incremento da concentracdo de PS, que foi reduzida em cerca

de 14 vezes na concentracao de 2,0 mg/L.
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Figura 12: Contagem total de hemdcitos (CTH) em juvenis de camares L. vannamei, nos dias 0 e 5. As barras
representam a média = DP. Letras minusculas representam diferencas significativas (p<0,05) entre a CTH de
todos os tratamentos de cada analise. Letras maiUsculas representam diferengas estatisticas (p<0,01) da CTH
entre os animais tratados com PS e os animais antes do inicio do experimento.

4.5.3 Atividade da fenoloxidase (PO)

De uma maneira geral, os valores encontrados para a atividade da enzima
fenoloxidase foram bem mais elevados na hemolinfa dos animais antes do inicio do
experimento (Figura 12). Nao foram observadas diferencas significativas entre a atividade de
PO na hemolinfa dos animais tratados ou ndo com os PS da microalga, ao final de 5 dias de

exposicdo ao PS.
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Figura 13: Atividade da fenoloxidase (PO) em L. vannamei, nos dias 0 e 5 ap06s a exposi¢cdo aos PS de
Dunaliella tertiolecta. As barras representam a média = DP de PO.

4.5.4 Concentragdo de proteinas totais na hemolinfa (CP)

A concentracdo protéica na hemolinfa dos camardes do pré-experimento (dia 0)
apresentou um valor de 330 mg/mL (Figura 13) e, ap6s o periodo de 5 dias de experimento,
os valores pouco se alteraram, permanecendo elevados e ndo sendo possivel evidenciar
diferencas significativas entre os tratamentos sem a adicdo de PS, com aqueles tratados com
0,5 e 2,0 mg/L de PS. Somente no tratamento com adi¢cdo de 1,0 mg/L de PS, a concentracéo
proteica da hemolinfa (259,80 £ 13,87 mg/mL) mostrou-se significativamente menor (p<0,05)
das obtidas nos tratamentos de 0 e 0,5 mg/L, sendo contudo estatisticamente semelhante a

obtida na maior concentragéo utilizada.
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Figura 14: Concentracdo de proteinas totais da hemolinfa (CP) em exemplares juvenis do camardo marinho L.
vannamei, nos dias 0 e 5 ap6s exposi¢do aos PS de Dunaliella tertiolecta. As barras representam a média + DP
de CP. Letras mintusculas representam diferengas significativas (p<0,05) entre a CP de todos os tratamentos de
cada analise. Letras mailsculas representam diferengas estatisticas (p<0,05) da CP entre os animais tratados com
PS e os animais antes do inicio do experimento.
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4.5.5 Atividade aglutinante da hemolinfa

A atividade aglutinante do soro dos camardes em todos os tratamentos nao
apresentou diferenca significativa. Nos dias 0 e 5 apds a exposi¢do dos animais aos PS de

Dunaliella tertiolecta, ficando os titulos em torno de log, 10 (Figura 14).

14 -

12
= T
L 10+ 1
% m Pré-experimento
o 8 /i
= © o Omg/L
= 6 m O05mg/L
% 1,0mg/L
[=3 , /
Tg 4 4 2,0mg/L
=

2 -

o . - - I . y

;Y_J ! Y J
DIAD DIAS

Figura 15: Atividade hemaglutinante do soro dos camardes, contra eritrécitos de coelho, nos dias 0 e 5
apos a exposicdo aos PS de Dunaliella tertiolecta. As barras representam a média = DP de PO.



48

5 DISCUSSAO

Neste estudo foram avaliados os parametros de crescimento e desenvolvimento da
microalga Dunaliella tertiolecta cultivada em condicGes de laboratorio, bem como a extracdo
dos polissacarideos sulfatados e o efeito de sua administracdo a pos-larvas e juvenis do

camardo marinho Litopenaeus vannamei.

5.1 Cultivos e parametros de desenvolvimento da microalga Dunaliella tertiolecta

A microalga utilizada neste estudo apresentou quatro fases de desenvolvimento
com caracteristicas bem distintas entre si. O cultivo iniciou com uma fase de indugdo um
pouco prolongada (1° ao 4° dia), seguida por uma primeira fase de desenvolvimento
exponencial (4° ao 6° dia). A partir deste momento, a cultura passou por uma fase de reducéo
do crescimento relativo (6° ao 7° dia), passando de 47,05 x 10 cels mL™ para 14,7 x 10* cels
mL™. Em seguida, a cultura entrou em uma nova fase de crescimento exponencial (7° ao 9°
dia), mais acentuada que a primeira, e do 9° ao ultimo dia do cultivo, entrou em uma rapida
fase de senescéncia. Ndo foi observada a fase estaciondria na curva de crescimento da
microalga provavelmente pela elevada densidade celular atingida no momento de méaximo
desenvolvimento da cultura (9° dia) o que levou a uma rapida deplecdo de nutrientes no meio
de cultivo, resultando na morte acelerada da cultura. Fato semelhante foi evidenciado por
Moreira (2007) em um cultivo da microalga Thalassiosira fluviatilis onde, apds o consumo
dos nutrientes, ndo foi observada a fase estacionéria, avangando diretamente para a fase de
morte da cultura apos a fase de crescimento exponencial.

Segundo ROCHA (2001), a curva de crescimento de microalgas é expressa como
0 incremento da biomassa ou do nimero de organismos (densidade celular) no tempo. Em um
cultivo do tipo “batch” ou estaciondrio, esta curva pode apresentar cinco fases bem distintas.
A 12 fase, conhecida como fase de inducdo ou fase lag, ocorre logo ap6s o inicio do cultivo
(repicagem) e existe ou ndo um pequeno incremento liquido na populacdo devido a adaptacédo
das células algais as novas condic6es de cultivo. A 22 fase é chamada de exponencial ou fase

log, na qual a biomassa se duplica, sucessivamente, em intervalos regulares de tempo. Com a
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continuagdo do cultivo, o tempo requerido para a duplicacdo celular aumenta, reduzindo a
taxa de crescimento, sendo esta fase denominada de diminuic¢do do crescimento relativo. Isto
é consequéncia da diminuicdo da concentracdo de nutrientes no meio, do aumento da
concentracdo metabdlitos e da reducdo da atividade fotossintética por incremento da
densidade populacional, a qual diminui a disponibilidade de luz por unidade de célula
(autossombreamento). Na 42 fase de cultivo, ndo ha incremento da populacdo e a taxa de
crescimento esta compensada pela taxa de mortalidade celular (fase estacionaria), devido a
maior influéncia dos fatores acima mencionados. Finalmente, a cultura entra na fase de
senescéncia ou morte, resultado da deple¢do de nutrientes a um nivel que ndo suporta mais o
crescimento e ocorréncia de um nivel tdxico de metabolitos. A taxa de mortalidade supera a
de crescimento e a lise das células favorece a contaminagdo microbiana.

A avaliagdo dos parametros de crescimento da cepa de D. tertiolecta, utilizada
neste trabalho, revelou um desenvolvimento bastante satisfatorio e, apesar de uma ligeira
reducdo do crescimento relativo devido a queda de energia, alcancou a maxima densidade
celular de 375,9 x 10* cels mL™ no 9° dia de cultivo. Para Dunaliella sp., avaliada por
Oliveira (2007) sob as mesmas condicdes de cultivo, foi constatado o maximo
desenvolvimento no sétimo dia (aprox. 400 x 10* cels mL™), passando por uma fase de
crescimento estacionario e, ao nono dia, a cultura ja entrou na fase de senescéncia.

Sebastien; Klein (2006) obtiveram valores um pouco maiores em um cultivo de D.
salina que alcancou uma densidade méxima celular de 457 x 10* cels mL™, porém as
condicdes e o tempo de cultivo foram bem diferentes. O cultivo de Tetraselmis gracilis foi
bem mais prolongado, onde ap6s 20 dias de cultivo, a microalga ainda permanecia em
desenvolvimento (SOARES, 2007).

Xin et al. (2010) cultivaram a microalga Scenedesmus sp. em efluentes
domésticos, tendo como fontes de nitrogénio a ureia e nitrato, obtendo um 6timo desempenho
com um total de 10" cels mL™ ao final do cultivo e sendo capaz de remover quase que
totalmente (90%) o nitrogénio do ambiente de cultivo. Xin; Hong-ying; Ying-xue (2010)
verificaram para a mesma microalga que a utilizacdo de nitrogénio e fosforo proximos a
saturagdo resultaram em um crescimento diario de 2,21 x 10° cels mL™*d™.

A qualidade do inoculo com células em 6timo estado e livre de contaminantes,
exerce forte influéncia no desenvolvimento da cultura independente do meio de cultivo
utilizado (PELIZER et al., 2003). A intensidade da cor do cultivo, medida através de

espectrofotometria, aumenta proporcionalmente com a elevacdo do numero de células das
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microalgas como, por exemplo, nos cultivos da cianoficea Spirulina platensis (Da SILVA,
2004) e da cloroficea Haematococcus pluvialis (SOARES, 2005).

Sato; Yamada; Hirabayashi (2010) verificaram que a luz de forma intermitente foi
capaz de intensificar a fotossintese da microalga Chaetoceros calcitrans, tendo como
consequéncia um melhor desenvolvimento celular e produgédo de biomassa.

Kim et al. (2005) obtiveram um rendimento de 1,9 g L™ ao cultivarem a microalga
Spirulina platensis em fotobiorreatores de 5 L. O valor maximo em peso seco da biomassa de
S. platensis ao ser submetida a cultivos com fontes variaveis de nitrogénio foi de 4,3 g L™
(RODRIGUES et al., 2010), semelhante ao obtido para a microalga D. tertiolecta cultivada
durante este trabalho, cuja producdo final foi de 4,13 g L™

Um dos momentos mais importantes nos cultivos de microalgas é a separaracéo
da biomassa do meio de cultivo. A coagulagéo, filtracdo, floculacdo e mesmo a flutuacéo
natural das microalgas sdo algumas das tecnicas aplicadas para separar a biomassa do meio.
Kim et al. (2005) utilizaram alguns sais para promover a flutuagdo natural da cianobactéria S.
platensis, sendo considerada pelos autores como uma das técnicas de melhor relagédo
custo/beneficio. Divakaran; Pillai (2002) utilizaram a quitosana, um polissacarideo
modificado extraido de crustaceos, para flocular quatro diferentes espécies de microalgas e
obtiveram 6Otimos resultados e uma boa relacdo custo/beneficio. No entanto, os autores nao
conseguiram separar a biomassa da microalga da quitosana e nem os residuos da quitosana da
agua de cultivo.

Sais de aluminio, férricos ou de zinco podem ser utilizados na coagulacdo das
microalgas com algum éxito, poréem, o uso do aluminio pode causar ruptura das células, o
ferro pode alterar a coloracdo do produto final e o zinco pode causar a adesdo das células ao
recipiente, dificultando a coleta (PAPAZI; MAKRIDIS; DIVANACH, 2010). O uso de sais
de hidroxido de sddio para promover a floculacdo da biomassa da microalga D. tertiolecta e
sua separacdo do meio de cultivo mostrou-se, no presente trabalho, bem eficaz, pois manteve
a coloracdo inicial da microalga, as células permaneceram intactas e a biomassa decantou
completamente no fundo recipiente, facilitando sua lavagem e a utilizacdo do meio de cultivo
para obtencdo de polissacarideos soluveis (RPS). Os RPSs também podem inclusive atuar
como inibidores de floculacdo, como observado por Chen et al. (2010) quando adicionaram
uma certa quantidade de RPS no cultivo de Aphanothece halophytica e estes foram capazes de

inibir a floculacdo da microalga.
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5.2 Extracdo dos polissacarideos sulfatados

A producao celular ¢ maxima quando a cultura chega ao final da fase exponencial
de desenvolvimento (LOURENCO, 2006). Para otimizar a obtencdo de polissacarideos
sulfatados de microalgas, deve-se proceder a sua extracdo justamente nesta fase, pois 0s
rendimentos serdo melhores.

Neste estudo, ao final do processo de extracdo dos polissacarideos sulfatados (PS)
da microalga D. tertiolecta, foram obtidos 230 mg mL™ de PS, provenientes tanto da
biomassa como dos polissacarideos liberados no meio (RPS), o que representa um rendimento
de 0,23 mg mL™.

Guzman-Murillo et al. (2007) obtiveram 420 mg PS de Phaeodactylum
tricornutum a partir de 500 mL de meio de cultivo o que corresponde a um rendimento de
0,84 mg mL™. A partir da biomassa seca da microalga Dunaliella sp. foi obtido um
rendimento de apenas 20 mg g™ (OLIVEIRA, 2007). J4 para a microalga Tetraselmis gracilis
o rendimento foi de 51,87 mg g” também quando se partiu da biomassa seca (SOARES,
2007).

Seguindo a mesma metodologia de extracdo aplicada no presente estudo, Mishra;
Jha (2009) obtiveram uma producdo de 944 mg L™ de RPS extraidos da microalga D. salina
quando aumentaram a salinidade do ambiente de cultivo para 5 M de NaCl e, ao reduzirem a
salinidade para 0,5 M, a producdo do composto diminuiu drasticamente para 56 mg L™.
Parikh; Madamwar (2006) obtiveram da biomassa das microalgas cianoficeas Oscillatoria,
Nostoc e Cyanothece 700, 685 e 870 mg g™, respectivamente. Porém, a maior producéo ja
registrada até a atualidade foi de 22,34 g L™ em apenas 11 dias de cultivo da microalga
Cyanothece sp. (CHI; SU; LU, 2007).

As macroalgas Caulerpa racemosa e C. sertularioides apresentaram rendimentos
de 260 e 142 mg g™, respectivamente (RODRIGUES; FARIAS, 2005; BEZERRA-NETO,
2005). Aradjo (2006), obteve um rendimento 722 mg g ™ a partir de 2 g secas da macroalga
vermelha Gracilaria caudata, enquanto outra macroalga vermelha denominada de Solieria
filiformis apresentou rendimento de 936 mg g (PONTES, 2005). Rodrigues (2006) obteve
em extracdes das macroalgas vermelhas Halymenia sp. e H. pseudofloresia rendimentos de
1079 e 943 mg g ™, respectivamente, enquanto da alga marinha parda Lobophora variegata
foram extraidos 568 mg g™ de sua biomassa (ALENCAR, 2007).
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5.3 Fracionamento dos polissacarideos sulfatados

Apos o fracionamento dos polissacarideos sulfatados da microalga D. tertiolecta
foi constatada a presenca de dois grupos bem distintos de polimeros, um grupo de fracdes
minoritarias com uma baixa atividade metacromética e outro composto pelas fracGes de
elevada atividade metacromatica. As fragdes do primeiro grupo foram eluidas com 0,5 a 1,2
M de NaCl, enquanto as majoritarias foram eluidas com 1,4 até 2,0 M de NaCl, sendo a eluida
com 1,6 M de NaCl a de maior atividade metacromatica.

S&o poucos os relatos de fracionamentos de PS de microalgas em colunas de
DEAE-celulose, sendo esta pratica bem mais comum para os PS extraidos de macroalgas.

Um dos primeiros relatos de fracionamento de PS de microalgas foi realizado por
Guzman et al. (2003) quando aplicaram os polissacarideos das microalgas Chlorella
stigmatophora e Phaeodactylum tricornutum em uma coluna de DEAE-celulose os quais
foram fracionados com quatro diferentes concentracdes de KCI. Ao final deste processo, 0s
fracionamentos foram similares para as duas microalgas, sendo que o aumento na
concentracdo do sal diminuiu a atividade metacromatica dos PS. Oliveira (2007) fracionou 0s
PS da biomassa seca da microalga Dunaliella sp. em coluna de DEAE-celulose e verificou
uma maior atividade metacromatica na fracdo eluida com 1,0 M de NaCl, sendo também
eluidas fracdes com 0,75 e 0,5 M de NaCl. Outro relato deste procedimento foi realizado por
Soares (2007) onde, nas mesmas condigcdes, os PS obtidos da biomassa seca da microalga
Tetraselmis gracilis foram fracionados utilizando cinco diferentes concentracfes salinas,
sendo a fracdo eluida com 0,5 M de NaCl a mais metacromatica, ou seja, indicando maior
extracao.

A DEAE-celulose dos PS das macroalgas Halymenia pseudofloresia e Halymenia
sp. resultou em fracdes eluidas com 0,5; 0,75 e 1,25 M de NaCl (RODRIGUES, 2006),
semelhantes aos obtidos com PS extraidos das algas marinhas verdes C. racemosa e C.
sertularioides, bem como, das macroalgas vermelhas S. filiformes e C. feldmanii. Em todos os
casos, foram observadas diferencas significativas entre as metacromasias das frac6es eluidas
na coluna de DEAE-celulose (PONTES, 2005; BEZERRA-NETO, 2005; RODRIGUES;
FARIAS, 2005; TORRES, 2005).
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5.4 Teste de estresse salino em pl’s do camarao marinho L. vannamei

Uma das formas de se avaliar a qualidade das p6s-larvas de camarfes destinadas
ao cultivo é a sua resisténcia ao teste de estresse por variacdo na salinidade (BARBIERI
JUNIOR; OSTRENSKY NETO, 2001).

No presente estudo, a exposigdo de pl’s de Litopenaeus vannamei a agua contendo
0,5 mg L™ dos PS da microalga D. tertiolecta, promoveu sobrevivéncia de cerca de 90% das
pl’s submetidas ao teste de estresse salino por 30 minutos apresentando ao final do
experimento (3,5 horas) a menor mortalidade (12,5%) dentre as outras concentragdes testadas
(0,1,0e2,0mg L™), (35, 35 e 40%, respectivamente).

O uso de polissacarideos sulfatados pode ajudar a reduzir o estresse sofrido em
organismos cultivados, principalmente em pos-larvas de peixes e camardes. Em outro estudo,
Barroso et al. (2007) observaram que as poés-larvas do camardo marinho L. vannamei
submetidas a banhos de imersdo com diferentes concentragdes de polissacarideos sulfatados
extraidos da macroalga vermelha B. occidentalis ficaram mais resistentes ao manejo,
reduzindo a mortalidade dos individuos ao final do experimento.

Lima et al. (2009) administraram, via imersdo, 2 mg L™ dos polissacarideos
sulfatados, extraidos da macroalga Spatoglossum schroederi a juvenis de L. vannamei e
verificaram uma maior resisténcia dos animais a condic¢des de hipoxia. Rodrigues et al. (2009)
aplicaram também via imersdo, durante 45 dias, os polissacarideos sulfatados da alga marinha
Halymenia pseudofloresia, na fase de transicdo de pos-larvas a juvenis de camarfes L.
vannamei, e constataram uma melhor sobrevivéncia, consumo alimentar e ganho de peso para
0s animais tratados com os polissacarideos.

Azad et al. (2010) submeteram pl’s do camardo Penaeus monodon a banhos de
imersdo contendo extratos de vibrios mortos, bem como a alimentacdo com racao contendo 0s
mesmos extratos. Os autores concluiram que esta estratégia foi mais efetiva em oferecer
resisténcia as pds-larvas do que somente o banho ou somente o extrato na rac¢do. O tratamento
com imunoestimulantes de forma repetitiva também foi eficaz em aumentar o ganho de peso
dos individuos em 40%. Ainda segundo 0s autores, como as respostas primarias e suas
influéncias na imunidade de camardes tém curta duracdo, a administracdo de polissacarideos
deve acontecer de maneira bem regular para que a imunidade possa se manter em niveis de

protecdo. A imunoestimulacdo, aliada a oferta de alimento com qualidade, fez com que as
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pos-larvas de Penaeus monodon apresentassem um melhor desempenho em cultivos

experimentais sem trocas parciais de agua (BANERJEE et al., 2010).

5.5 Imunoparémetros de juvenis do camardo L. vannamei ap6s a administragdo dos PS

de D. tertiolecta

A utilizacdo de parametros hematoldgicos e bioquimicos para avaliar as condi¢des
de satude de um individuo ou grupo de individuos, bem como, auxiliar no diagnéstico de
enfermidades, é uma pratica comum, tanto na medicina humana como na veterinaria. Os
parametros hemato-imunologicos mais empregados em crustaceos sdo as contagens total e
diferencial de hemdcitos (hemograma); a atividade da enzima fenoloxidase (PO); o indice de
fagocitose dos hemacitos; a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROIs); a atividade
antimicrobiana; o titulo aglutinante e a concentracdo total de proteinas do plasma
(BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2008).

Dentre todos os parametros citados acima, as alteracdes do numero total de
hemacitos e a diminuicdo da capacidade coagulante da hemolinfa sdo mais evidentes em
camardes infectados ou estressados (LEE; CHEN; LIU, 1999).

No presente estudo foi avaliada a influéncia dos polissacarideos sulfatados
extraidos da microalga D. tertiolecta em alguns imunoparametros de juvenis de Litopenaeus
vannamei, através da contagem total de hemdcitos (CTH), atividade da enzima fenoloxidase

(PO), concentracdo de proteinas totais (CP) e atividade hemaglutinante da hemolinfa.

5.5.1 Contagem total de hemdcitos (CTH)

A CTH mostrou uma variacdo enorme dentro dos tratamentos utilizados no
presente estudo, diminuindo significativamente dependente do aumento da concentracdo de
polissacarideos administrada na dgua de cultivo dos camarfes. A quantidade de hemdcitos no
dia “0” foi reduzida em 94,4% ao final de 5 dias de experimento no tratamento com 2 mg de
PS/L. Este fato pode ser decorrente da administracdo dos polissacarideos diretamente na &gua,

fazendo com que os hemacitos se direcionassem para a regido do corpo dos animais que mais
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entrou em contato com os polissacarideos, possivelmente as branquias. Apds a administracéo
dos polissacarideos, a &gua do cultivo apresentava um aspecto leitoso e turvo, caracterizando
a presenca de um composto estranho para 0s animais que pode ter causado a migracdo dos
hemdcitos para esta regido mais exposta.

Os hemécitos desempenham um papel crucial no sistema imune dos crustaceos. A
contagem total de hemdcitos (CTH) pode expressar a condicdo de salde dos animais,
podendo aumentar ou diminuir de acordo com a exposicdo a diferentes tipos de agentes
causadores de estresse (RODRIGUEZ; LE MOULLAC, 2000). A maior quantidade de
hemdcitos no organismo proporciona uma maior protecdo contra infeccdes nos crustaceos,
uma vez que estas células sdo as principais responsaveis pelas diferentes reacdes
imunoldgicas do individuo (JIRAVANICHPAISAL; LEE; SODERHALL, 2006). De maneira
curiosa, alteracGes dos tipos de hemdcitos ndo sdo consideradas muito Gteis em situagdes de
estresse ou durante infeccdes (RODRIGUEZ; LE MOULLAC, 2000; VOGAN; ROWLEY,
2002). A quantidade de hemocitos circulantes em crustaceos pode variar de acordo com as
condicdes do ambiente como o estresse, atividade endocrina, principalmente durante o ciclo
de muda e nas infecgdes (LIU; SODERHALL; JIRAVANICHPAISAL, 2009).

Duas respostas distintas sdo desencadeadas nas reagGes imunes dos camardes.
Inicialmente ocorre a migracdo dos hemdcitos para o local de infeccdo e uma quantidade
massiva de peptideos é liberada na regido, logo em sequéncia, aparecem na hemolinfa e nos
hemaocitos um aumento na atividade da proteina peneidina-transcripcional, o que corresponde
a uma reacdo sistémica que envolve o processo de proliferacdo dos hemocitos (MUNOZ et
al., 2002).

No presente estudo, ficou bem evidente a reducdo de hemdcitos circulantes na
hemolinfa dos camardes a medida que se aumentava a concentracdo de PS na agua de cultivo,
provavelmente a continua exposicao das branquias a estas moléculas, estranhas para o animal,
de alguma maneira deve ter estimulado a migracdo dos hemdcitos para esta regido, o que
futuramente podera ser comprovado através de estudos histologicos. A administracdo dos PS
diretamente na dgua de cultivo acompanhado de migracdo de hemdcitos para as branquias
pode ser bastante interessante, ja que é através da agua que a maioria das doencas sdo
transmitidas. Logo, no momento das invasdes de patdgenos, essa area do corpo do animal
podera estar mais protegida pelos hemdcitos, reduzindo o risco de infeccBes. A maior
quantidade de hemdcitos podera também aumentar a quantidade de moléculas efetoras do
sistema imune dos animais nesta regido, elevando assim a protecéo contra infecgdes (GROSS

et al., 2001). Coincidentemente, a administracdo da maior dose de PS também resultou numa
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menor mortalidade acumulada ao longo do cultivo quando comparada com a obtida no
controle sem PS.

Camard@es da espécie L. vannamei mostram uma imunossupressao, que pode ser
transitdria, quando ocorre a diminui¢do no nimero total de hemdcitos e a reducgdo da atividade
da enzima fenoloxidase (PO), deixando-os susceptiveis, principalmente a acdo de vibrios
(CHANG et al., 2007). A medida que infecgBes, virais se prolongam, o nimero de hemdcitos
tende a ser reduzido. Camar@es da espécie L. vannamei infectados naturalmente com o virus
da mionecrose infecciosa (IMNV), mostraram um declinio no ndmero inicial de hemdcitos,
onde 0s animais assintométicos possufam 28 + 8,2 x 10° cels/mL e, ap6s o avanco da doenca,
apresentaram ao final do experimento 20,0 + 8,6 x 10° cels/mL (COSTA, 2007)

Nos estudos realizados por Cantelli (2009), a CTH dos juvenis de camaréo L.
vannamei inicialmente ndo se alteraram, porém ap0s serem infectados com o virus da mancha
branca (WSSV) passaram a apresentar diminui¢cdes no nimero total de hemaocitos (3 dias apos
a infeccdo) principalmente aqueles que ndo foram alimentados com os PS da alga marinha
Gracilaria birdiae. Assim, é frequentemente relatado que a quantidade de hemocitos diminui
na presenca de agentes infecciosos, como é o caso das doengas virais (WONGPRASERT et
al., 2003).

5.5.2. Atividade da fenoloxidase (PO)

A administracdo dos PS por 5 dias em juvenis de L. vannamei mostrou que a
atividade da enzima PO ndo se alterou para os organismos tratados com os polissacarideos e
apresentou valores bem abaixo do esperado em todos os tratamentos indicando possivelmente
um problema metodoldgico ocorrido e, por outro lado, pelos altos valores de proteinas totais
da hemolinfa. A representatividade da enzima PO no total de proteinas para os camardes
avaliados atingiu apenas cerca de 0,3% em comparacdo aos maiores valores encontrados no
dia zero.

A biossintese de melanina nos crustaceos € resultante da ativacdo do sistema
profenoloxidase (proPO), que é reconhecida como uma das principais respostas de
reconhecimento nestes animais, que pode ser desencadeada por carboidratos de superficie de
microorganismos (CERENIUS; SODERHALL, 2004), resultando na ativagdo da enzima
proPO (RODRIGUEZ; LE MOULLAC, 2002). O sistema de ativacdo da proPO ja vém sendo
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avaliado a um certo tempo. Em camardes peneideos as primeiras descrigdes deste sistema
datam do final dos anos 70 e a ativacdo da enzima proPO séo descritas a partir do final dos
anos 90.

Cantelli (2009) observou ndo haver alteracdo da atividade de PO em animais
tratados ou ndo com PS, mas sim baixou nos animais infectados com WSSV, porém estes
valores foram bem mais altos do que os encontrados em nosso estudo. Segundo a autora,
quantidades baixas de hemdcitos podem ser um dos fatores responsaveis pelas quantidades
baixas da enzima PO, visto que estes estdo diretamente relacionados com a liberacdo da
enzima na hemolinfa de camardes.

A atividade desta enzima pode ser limitada ou ndo por fatores ambientais.
Algumas espécies de camardes submetidos a condi¢des de estresse por ablacdo néo
apresentaram alteracfes de atividade desta enzima (PERAZZOLO et al., 2002; MAGGIONI
et al., 2004). Outras, porém, mostraram ter a atividade da enzima afetada pela presenca de
infeccdes ou lesdes (VOGAN; ROWLEY, 2002; SARATHI et al., 2007).

5.5.3 Concentracao de proteinas totais na hemolinfa (CP)

Os valores de concentracdo protéica foram bem elevados na hemolinfa dos
camardes no dia zero, onde essa concentracio total foi de 330 mg mL™ e permaneceu elevada
no controle sem PS e nos tratamentos com 0,5 e 2 mg L™ de polissacarideos. No tratamento
em que foi adicionado 1 mg L™ de polissacarideos houve uma reducdo significativa na
concentracdo proteica (259,80 + 13,87 mg mL™), provavelmente uma tentativa de favorece a
homeostase dos organismos.

A concentracdo total de proteinas na hemolinfa de camardes também € um
parametro que muito se relaciona com a condicdo dos camardes cultivados e € muito utilizada
para avaliar o estado de salude destes organismos, sendo sensivelmente afetada por fatores
ambientais e fisioldgicos (SANCHEZ et I., 2001) ou durante infecces e presenca de lesdes
(VOGAN; ROWLEY, 2002).

Em relacdo as variaveis ambientais apresentadas pela estrutura do laboratorio
onde foi realizado o experimento, as que poderiam exercer maiores influéncias foram a
temperatura (29 + 1 °C) e a salinidade de cultivo (10), pois 0 oxigénio e 0 pH mantiveram-se

sempre constantes desde o inicio do experimento.



58

A hemocianina é uma molécula multifuncional que compreende de 95% de todas
as proteinas do plasma de crustaceos (RODRIGUEZ; LE MOULLAC, 2002) e serve como
transportadora de gases em artrépodes, como o0s crustaceos (DECKER; TERWILIGER,
2000).

Em juvenis saudaveis de P. vannamei, mantidos em laboratério, a concentragdo de
protefnas no plasma é em torno de 120 mg mL™, mas essas concentracdes podem variar de
acordo com o ambiente, como por exemplo, a quantidade de proteinas ofertada na racdo
(RODRIGUEZ; LE MOULLAC, 2002). Costa (2007) ao submeter camardes da espécie L.
vannamei a desafio com IMNV, evidenciou valores de 105,5 a 141 mg mL™ na concentrac&o
de proteinas para animais assintomaticos e animais em estado avancado de infeccdo,
respectivamente.

Em contraste ao que foi avaliado neste estudo, Cantelli (2009) presenciou em seus
estudos uma quantidade muito baixa de proteinas totais, explicado pela autora pelo baixo
consumo alimentar dos animais ao longo de todo o experimento.

Os valores evidenciados neste estudo e nos trabalhos de Cantelli (2009) mostram
as possibilidades de variacdo deste parametro, em virtude da forma de cultivo dos animais e
outros fatores ndo detectados pelo pesquisadores e que podem influenciar, enquanto os
valores do presente estudo foram muito elevados (330 mg mL™), os observados por Cantelli
(2009) foram muito baixos (63,21 mg mL™) aos relatados na literatura que giram em torno de
90,8 + 5.5 mg mL™ (MERCIER et al., 2006).

5.5.4 Atividade aglutinante da hemolinfa

Os titulos de aglutinacdo da hemolinfa dos animais tratados com polissacarideos
ndo apresentaram nenhuma variacao entre si, nem mesmo com o0s animais avaliados no dia
zero onde foi notada apenas uma sensivel elevacdo, mas sem diferenca significativa entre eles.
O mesmo foi constatado por Cantelli (2009), onde os titulos aglutinantes pouco variaram
mesmo nos camardes submetidos a infeccdo com WSSV.

Segundo BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA (2008), algumas infeccdes ou
outras situacbes como o estresse, podem resultar em alteracdes dos titulos aglutinantes da
hemolinfa, no caso de crustaceos, no entanto, nem sempre os titulos de aglutinacao irdo variar

significativamente entre si. Maggioni et al. (2004), ao submeter fémeas de Litopenaeus
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vannamei ao processo de ablagdo, comumente realizado em reprodutores para maturacéo
sexual, encontrou uma reducéo significativa do titulo aglutinante da hemolinfa em resposta a
esta pratica. Sob a mesma condicdo de ablacdo, camardes da espécie Farfantepenaeus
paulensis, ndo apresentaram alteracGes da atividade aglutinante da hemolinfa (PERAZZOLO
et al., 2002).

Em contraste ao observado nestes estudos, Costa (2007) evidenciou um aumento
na capacidade aglutinante da hemolinfa de camarbes L. vannamei, quando estes se

apresentavam em um alto grau de infeccdo pelo virus da mionecrose infecciosa (IMNV).
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6 CONCLUSOES

Apos a realizacdo deste estudo conclui-se que:

O cultivo da microalga Dunaliella tertiolecta, em condi¢es de laboratério, apresentou
um desenvolvimento bastante satisfatorio e foi possivel obter polissacarideos
sulfatados brutos, do meio de cultivo e biomassa, em quantidades suficientes para sua
administragdo na agua de cultivo de camardes Litopenaeus vannamei. Estes
polissacarideos brutos podem ser fracionados e purificados em coluna de troca idnica,
resultando em fraces com elevada atividade metacromatica;

A administracdo da menor dose de PS para as pos-larvas resultou em uma menor
mortalidade cumulativa, enquanto para os juvenis o melhor efeito foi observado
quando foi administrada uma dose quatro vezes superior, aumentando a resisténcia dos
animais as condicdes ambientais;

A andlise dos imunoparametros, de uma maneira geral, ndo evidenciou nenhum
aumento na imunocompeténcia dos camardes correlacionando com a exposi¢do dos
mesmos aos PS. Com excecdo da contagem total de hemdcitos (CTH) e da
concentracdo proteica da hemolinfa, que apresentaram uma significativa tendéncia de
reducdo com o aumento da dose de PS, sugerindo um estimulo a migracdo de

hemécitos no local.
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