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RESUMO

O estresse € o0 agente imunossupressor mais potente na carcinicultura,
causando o declinio das defesas naturais dos camardes, deixando-os
enfraquecidos e suscetiveis as contaminagdes por microorganismos
patogénicos, presentes na agua e nos sedimentos dos viveiros. Sendo assim, o
desenvolvimento de estratégias que visem tornar estes animais mais
resistentes é de fundamental importancia para o sucesso da atividade. Uma
possivel solucao que vem sendo muito estudada nos ultimos anos € o uso de
compostos imunoestimulantes como, por exemplo, 0s polissacarideos
sulfatados (PS) de algas marinhas. O presente trabalho avaliou o efeito dos PS
extraidos da alga marinha parda Spatoglossum schroederi, no camarao
Litopenaeus vannamei, submetidos a condi¢des de estresse. Foram realizados
dois ensaios, sendo o primeiro com juvenis e o segundo com pds-larvas (PL’s)
do camarao L. vannamei. No primeiro, os PS foram administrados diariamente,
através de banhos de imersao, em quatro concentragdes, sendo uma controle
(nula, 0,0 mg.L™", 1,0 mg.L™" e 2,0 mg.L"), possuindo cada tratamento quatro
repeticdes. A administracdo das doses foi realizada por 33 dias e 0 estresse
induzido no experimento através da supressao parcial da aeracdo, durante 5
horas, no 23°, 24° e 25° dia. No segundo ensaio, os PS foram administrados
por seis dias, também por banhos de imerséo, nas concentragdes 0,0 mg.L™”,
2,0 mg.L" e 4,0 mg.L". As PL’s foram entdo submetidas ao teste de estresse
por choque salino, comumente utilizado nas fazendas de camardo, com quatro
repeticdes para cada tratamento. Apdés uma semana, o mesmo ensaio foi
repetido, visando averiguar o tempo de acao aparente dos polissacarideos. Os
valores médios de sobrevivéncia foram submetidos a Analise de Variancia
(ANOVA) e ao teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5%. Em ambos os
ensaios, o tratamento 2,0 mg.L" apresentou resultados mais efetivos em
relagdo a sobrevivéncia média, ndo sendo evidenciado nenhuma relagao entre
0 aumento da sobrevivéncia e o aumento da dosagem para 4 mg.L"". Um
aparente efeito prolongado do composto também foi detectado uma semana
apos a administracdo dos PS. Apesar do aparente efeito imunoestimulante

constatado nos ensaios, mais estudos devem ser realizados, buscando otimizar



o tempo e método de administracdo, como também a dose ideal a ser
empregada. Deve-se ainda, avaliar a eficiéncia imunoestimulante do composto
através de testes mais especificos utilizando a hemolinfa e o tecido muscular

dos animais.
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ABSTRACT

Stress is the most powerful immunesuppressor agent in shrimp farming,
causing the decrease of shrimp’s natural defenses, leaving animal weakened
and susceptible to contaminations by pathogenic microorganisms from water
and sediment. Thus, it is of fundamental importance to the success of the
activity the development of strategies that aim to turn these animals more
resistants. A possible solution that has been much studied in the last years is
the use of immunostimulant compounds such as the sulfated polysaccharides
(SP) from marine algae. The present study evaluated the effect of SP extracted
from the marine brown alga Spatoglossum schroederi, on Litopenaeus
vannamei shrimps, under stress conditions. Two trials were performed, the first
one with juveniles and the second one with post-larvae (PL’s) of L. vannamei. In
the first trial, SP were daily administered, through immersion baths, in four
different concentrations, being one control (0,0 mg.L", 0.5 mgL",1.0mgL" e
2.0 mg L"), with four replicates each. Doses administration was held for 33
days and stress was induced in the experiment through a partial suppression of
the aeration, during five hours, in the 23°, 24° and 25° day. In the second trial,
SP were administered for five days, also through immersion baths, in
concentrations 0,0 mg.L™", 2.0 mg L™ and 4.0 mg L. PL’s were then submitted
to the chock saline stress test, commonly used in shrimp farms, with four
repetitions for each treatment. After one week, the same test was repeated,
aiming to ascertain the apparent SP's action time. Survival average values were
submitted to Analysis of Variance (ANOVA) and Tukey Test, to a significance
level of 5%. In both trials, 2.0 mg L™ treatments presented more effective results
in relation to mean survival, without any relation between the increase of
survival and the dosage increase to 4.0 mg L™'. An apparent prolonged effect of
the compound was also detected a week after SP administration. Despite the
apparent immunostimulant effect found in the trials, further studies should be
carry out, in order to optimize the time and method of administration and the
ideal dose to be used. It should be also evaluated the immunostimulant
efficiency of the compound through specific studies using animals haemolymph

and muscle tissue.
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1. INTRODUCAO

1.1. A historia da carcinicultura no Brasil

A carcinicultura teve inicio no Brasil entre os anos de 1972 e 1974,
quando a empresa Ralston Purina, juntamente com um grupo de
pesquisadores da Universidade Federal de Pernambuco desenvolveram, na
llha de Itamaraca, estudos com diversas espécies de camardes pertencentes a
familia Penaeidae. A espécie que mais se destacou nesses testes foi
Litopenaeus vannamei (PEREZ-FARFANTE; KENSLEY, 1997). Mas como
essa era uma espécie exoética, ndo podendo haver captura de reprodutores na
natureza, a empresa decidiu iniciar programas comerciais de producao no
Panama, onde criou a Agromarina do Panama. Naquele pais, tanto em funcao
do clima favoravel, quanto da disponibilidade de pds-larvas na natureza ou
produzidas em laboratérios, comprovou-se a viabilidade do cultivo comercial da
espécie. A falta de transferéncia das pesquisas do Panama para Pernambuco,
somada ao sigilo que a empresa exigia em relacdo as informacdes de valor
comercial, impediram que os pesquisadores e as instituicbes publicas e
privadas brasileiras tivessem acesso aos resultados do cultivo realizado no
Panama. A manutencdo desse segredo comercial acarretaria um atraso de
cerca de 20 anos no desenvolvimento da carcinicultura brasileira (BORGHETTI
et al., 2003).

O cultivo comercial de camardes marinhos no Brasil teve inicio em 1975,
no Rio Grande do Norte, com a introducao da espécie exdtica Marsupenaeus

japonicus. No entanto, apesar desta espécie ser a mais cultivada na Asia, ela



nao se adaptou bem as condigbes brasileiras, principalmente em fungcao das
baixas salinidades nas zonas de produgao (BARBIERI; OSTRENSKY, 2002).
Além disso, a espécie citada exigia dietas ricas em proteina animal e, como
nao havia ragées com tais caracteristicas no pais, as taxas de mortalidade
foram muito elevadas em praticamente todos os cultivos realizados. Esse
periodo caracteriza a primeira fase do camarao cultivado no Brasil, onde
predominaram cultivos extensivos de baixa densidade de estocagem, reduzida
renovagcao da agua e uso da alimentacao natural produzida no préprio viveiro
(LENOCH, 2004).

Apesar do insucesso, esta primeira fase deixou alguns pontos de apoio
que serviram de estimulo para continuar os esforcos de viabilizagdo da
carcinicultura comercial no Brasil. Contando com fazendas de engorda e
laboratérios de producao de poés-larvas (PL’s) de camardo instalados e com a
experiéncia acumulada em procedimentos e préaticas de producéo, os técnicos
e produtores envolvidos no setor partiram para a domesticacédo das espécies
nativas, Litopenaeus schmitti (OSTRENSKY, 1997) e Farfantepenaeus
paulensis (WASIELESKY, 2000), nas regiao sul e sudeste, e Farfantepenaeus
subtilis, no norte e nordeste (TAVARES; SANTOS, 2006). Este periodo passa a
constituir a segunda fase da evolug&o da carcinicultura nacional, no qual alguns
cultivos passaram a adotar uma maior densidade de povoamento (4 a 6
camardes.m?), taxas de renovacdo de agua de 3% a 7% e alimento
concentrado. Ficou caracterizado nesta fase, o primeiro intento de estabelecer
um sistema semi-extensixo para produzir o camardo na regiao Nordeste.

Entretanto, a baixa produtividade e a pouca lucratividade dessas espécies



provocaram a desativacao de diversas fazendas na regido, as quais voltaram a
producéo de sal (CADEIA PRODUTIVA DO CAMARAO MARINHO, 1999).

A decisdo de descontinuar a domesticacao das espécies nativas no
Nordeste, como opc¢éo para viabilizar a carcinicultura no Brasil, levou o grupo
pioneiro de técnicos e produtores a buscar solucdo com a espécie exdtica L.
vannamei, ainda na década de 80. Entretanto, sé a partir de 1992, com a
divulgacao dos resultados de um longo trabalho realizado pela empresa
Aquatec, no Rio Grande do Norte, os cultivos de L. vannamei comegaram a se
popularizar no pais (BORGHETTI et al., 2003), apds ficar constatado seu
elevado grau de rusticidade no manejo, taxa de crescimento uniforme, facil
adaptabilidade, com caracteristicas zootécnicas desejadas e reproducao
satisfatéria em laboratério. Além disso, o nordeste do Brasil apresenta, durante
todo o ano, condicdes climaticas ideais ao cultivo desta espécie. Esta nova
situacdo caracterizou a terceira etapa da carcinicultura brasileira
(PLATAFORMA TECNOLOGICA DO CAMARAO, 2001).

A introducéo e a utilizagdo do L. vannamei em cultivos comerciais foi
realmente um fator revoluciondrio para a carcinicultura brasileira. Em 2001, o
contingente de mao de obra empregada na cadeia produtiva chegava a quase
60.000 pessoas. A producgdo nacional chegou a 40.000 ton, a area cultivada a
8.500 ha e a produtividade média a mais de 4.700,00 kg/ha/ano, colocando o
Brasil como lider mundial em produtividade (BORGHETTI et al., 2003).

O desempenho do cultivo de camarao marinho no periodo 1998/2002
revelou cifras extraordinarias de crescimento. A produtividade média nacional

cresceu de 1.680 kg/ha, em 1998, para 5.548 kg/ha, em 2002, posicionando o



Brasil em primeiro lugar entre todos os paises produtores neste indicador de
eficiéncia tecnolégica (ROCHA; RODRIGUES, 2002).

A producgdo e a exportacdo do camarao cultivado no Brasil, em 20083,
atingiram 90.190 ton e 58.455 ton, respectivamente, sendo referéncia de
producdo no Hemisfério Sul e ocupando o sexto lugar no “ranking” mundial,
apresentando um crescimento de 50% em sua producédo, quando comparado
ao ano anterior (ROCHA; RODRIGUES, 2003).

Em 2004, a sustentabilidade desta atividade foi comprometida por uma
série de fatores ndao apenas econémicos, mas também ambientais e sanitarios
que, juntos, contribuiram com uma queda na producéao total de 15,84%, quando
comparado ao ano anterior, com produtividade de 4.573 kg/ha/ano.
(RODRIGUES, 2005).

Enquanto a carcinicultura mundial apresentou um crescimento de 40%
entre os anos de 2003 a 2006, a producdo e a exportagdo do camarao
cultivado brasileiro apresentaram, no mesmo periodo, uma queda de 27,93% e
48,51%, respectivamente, chegando a apenas 65.000 ton de producdo e
30.098 ton de exportagdes, em 2006 (ROCHA, 2007).

Segundo Rocha (2007), entre as principais causas que contribuiram
para desconectar a carcinicultura brasileira da forgca motriz que vem
impulsionando a carcinicultura mundial se destaca: a acao anti-dumping, as
cheias de 2004, a continua desvalorizagdo do délar (US$) e a incidéncia das
viroses da mionecrose infecciosa (NIM), na regido nordeste e da mancha
branca (WSS), na regido sul. Na atualidade, a valorizagcdo da moeda brasileira

e 0 aumento dos custos de producédo superam todas as demais adversidades e



se constituem os principais entraves para a sustentabilidade econémica do

setor, bem como, para a manutengdo das exportagdes.

1.2. A problematica das doencas na carcinicultura

Segundo Barracco; Perazolo; Rosa (2007), atualmente, o principal fator
limitante para o sucesso da carcinicultura em nivel mundial consiste no controle
de enfermidades.

Na carcinicultura, enfermidade significa qualquer alteracdo adversa na
saude ou no desempenho de camarbes ou populagdes de camardes
cultivados. As enfermidades sdo desencadeadas quando ocorre um
desequilibrio entre as condigdes ambientais do viveiro, o estado de saude dos
camardes cultivados e o0s agentes potencialmente patogénicos. As
enfermidades infecciosas sdo causadas por patégenos transmissiveis (virus,
bactérias, protozoarios e fungos), enquanto as nao infecciosas sao resultantes
de agentes abidticos (efeitos nutricionais, genéticos, ambientais e fisicos). Sob
situacao de desequilibrio no ambiente de cultivo ou de manejo inadequado, 0s
camardes sado submetidos a acdo de agentes estressantes, propiciando uma
alteracdo na sua capacidade imunoldgica. Nestas circunstancias a populacao
cultivada pode sofrer um ataque de patégenos levando os individuos a
debilitacdo ou a morte (NUNES; MARTINS, 2003).

Muitos fatores ambientais podem se caracterizar como agentes
estressantes e desencadear uma condi¢cdo favoravel a instalagdo de um
processo infeccioso nos camarbes. Temperaturas e pH extremos, baixas

concentracdes de oxigénio dissolvido, mudancas abruptas na salinidade e



presenca de substincias téxicas, sdo agentes estressantes potencias,
associados ao desequilibrio no ambiente e a baixa qualidade da agua. A
captacao de agua contaminada, a aquisicao de pos-larvas com elevada carga
viral, ou de baixa qualidade nutricional e a presenga excessiva de outros
organismos (dinoflagelados e cianoficeas) no ambiente de cultivo também
podem gerar enfermidades nos camardes (SOULAP, 1999).

Além disso, as altas densidades de estocagem e a presencga de grande
quantidade de alimento vivo e de dejetos dos organismos eleva os niveis de
matéria organica (VADSTEIN et al., 1993) eutrofizando o ambiente, o que
tende a desestabilizar a comunidade bacteriana (ANDREWS; HARRIS, 1986) e
a causar a selecao de patogénicos oportunistas (Vibrio spp. e Aeromonas spp.)
e a proliferacdo de protozoarios (Zoothamnium spp. e gregarinas) (SOULAP,
1999). Smith et al. (2003) alertam que as reestocagens sucessivas dos
viveiros, desrespeitando procedimentos adequados de desinfeccdo, podem
levar a0 acumulo destes patdgenos e bactérias oportunistas na agua e no
sedimento dos mesmos, bem como nas regiées adjacentes a fazenda.

De acordo com Nunes e Martins (2003), as enfermidades na
carcinicultura sao classificadas sob trés niveis, baseando-se no nivel de
patogenicidade e risco para a industria do camarao, sendo que a categoria C3
envolve os patdgenos que causam um minimo de impacto a produgéo, contudo
podem gerar deformidades e alteracbes na aparéncia fisica dos camardes. Na
categoria C2 estdo os patdégenos que causam ameaca a produgédo, podendo
afetar a produtividade dos cultivos, o crescimento e a sobrevivéncia dos
camardes. A categoria C1 inclui os patégenos que causam mortalidade em

massa em populagdes, representando uma ameaga a sobrevivéncia da



industria em uma determinada area geografica. E nesta categoria que se
encontram a maioria das doencas virais e bacterianas dos camardes marinhos.

Segundo Fegen e Clifford (2001), as doencas provocadas por virus tem
sido a causa mais importante de perdas econémicas na maioria dos paises,
sendo que o numero de virus causadores de doengas em camardes no ano de
1990 era um total de 6, niUmero este que duplicou em 1992 e atingiu um total
de 16 em 2001.

Dentro das doencgas viréticas mais comuns e importantes no cultivo de
camarao marinho podem-se mencionar aquelas causadas pelo: virus da
Necrose Hipodérmica e Hepatopancreatica Infecciosa (IHHN), virus da
sindrome de Taura (TS), virus da sindrome da Mancha Branca (WSS), virus da
Mionecrose Infecciosa (NIM), Doenca da Cabeca Amarela (YHD) e outras
vibrioses sem classificagao definida.

A NIM foi inicialmente localizada no Piaui em 2002. Entre 2003 e 2004
ela se disseminou pelos estados do Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba e
Pernambuco, sendo estimado em cerca de 20 milhdes de délares as perdas
causadas pela doenca,em 2003 (OIE, 2006). No inicio de 2004, a origem viral
da doenca foi confirmada por Donald Lightner através de microscopia
eletrénica e analise genémica (NUNES et al., 2004). Apesar de indicios da
doengca em outros paises criadores de L. vannamei, o registro da NIM ficou
restrito ao nordeste brasileiro até 2006 quando sua presenga também foi
confirmada na Indonésia por Donald Lightner (SENAPIN et al., 2007).

A susceptibilidade do hospedeiro a doenca viral, no caso dos
vertebrados, depende de fatores hormonais e genéticos, como a presenca de

receptores nas células para o virus, além de fatores nao-genéticos, como o



estresse e a producgao de radicais livres, que causam dano celular aumentando
sua susceptibilidade (FLINT et al., 2000).

Segundo Barracco; Perazzolo; Rosa (2007), no momento presente, a
profilaxia e o controle de doengas na carcinicultura restringem-se basicamente
a praticas adequadas de manejo e a redugao das condicoes de estresse, uma
vez que os fatores que determinam o estado de salde dos camardes sao ainda
pouco conhecidos.

Entre as praticas utilizadas no combate de doencas estdo: profilaxia
sanitaria, desinfeccdo, quimioterapia, com énfase ao uso de antibioticos,
probidétiocos e vacinas contra doencgas especificas, no caso de vertebrados.
Entretanto, o uso indiscriminado de medicamentos, como antibibticos, e de
substancias quimicas na aquicultura, apresenta implicagdes negativas, como
aumento da resisténcia bacteriana e acumulo de residuos nos tecidos dos
animais, que servirdo para o consumo humano, e no meio ambiente (COOK et
al., 2002; TORO, 2005).

Ja o estresse, pode ser minimizado através da redugdo da densidade
populacional, do controle da qualidade da agua e de acdes a nivel
administrativo, higiénico e nutricional (VAN DE BRAAK, 2002).

Diferente das espécies terrestres, o conhecimento relativo as
enfermidades de animais aquéaticos é ainda limitado. Além disso, a
sensibilidade dos diferentes métodos de diagnéstico ndo foi ainda
suficientemente estudada e ha pouca capacidade de erradicacdo das
enfermidades. Consequentemente, programas de prevencdo e controle de
enfermidades tornam-se de fundamental importancia a nivel mundial, de modo

a manter o cultivo de camarbes marinhos como uma atividade ecolégica e



economicamente sustentavel (BACHERE, 2000; RODRIGUEZ; MOULLAC,
2000).

Tendo em vista que o surgimento dessas doencas vem causando um
grande impacto nas produgdes de camardo, tanto a nivel mundial, como
nacional, estratégias que visem tornar estes animais mais resistentes as
enfermidades sao muito importantes (RODRIGUES, 2006). Neste contexto, o
estudo do sistema imune de crustaceos desponta como uma estratégia recente
e promissora, visto que permite conhecer as bases da susceptibilidade e
resisténcia destes animais a microrganismos patogénicos e parasitas, além de
fornecer subsidios valiosos para o estabelecimento de parametros de saude e
imunomarcadores para selecao genética de animais mais resistentes a

infeccdes (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2007).

1.3. Influéncia do estresse no desempenho do camarao cultivado

Os diversos tipos de agentes estressantes que podem ser encontrados
em um cultivo de camardo marinho podem ser potentes imunossupressores
para os animais (BARBIERI; OSTRENSKY, 2001), cuja ocorréncia pode afetar
a qualidade do produto final de duas formas: primeiro, provocando alteracbes
bioquimicas no camardo, que irdo favorecer o surgimento de necroses e
melanose; e segundo, ocasionando a manifestacdo de doencas que podem
provocar a rejeicdo do produto por parte do consumidor, bem como a presenca
de sinais clinicos que denigrem o aspecto dos camardes, deixando-0s

deformados, opacos, mutilados e/ou manchados (CARVALHO, 2005).
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O estresse provoca o declinio das defesas naturais dos camardes,
deixando-os enfraquecidos e sujeitos as infeccbes, até mesmo por
microorganismos patdégenos oportunistas, como €& o caso de bactérias do
género Vibrio spp. ou Pseudomonas spp., que sao representantes do grupo
das gram-negativas (SMITH et al., 2003; SANTOS, 2005).

Segundo Soulap (1999), essas bactérias habitam a matéria orgéanica
acumulada nos sedimentos e na coluna da agua dos viveiros, fazendo parte da
flora natural, como microorganismos decompositores. Em situacdes de
desequilibrio, elas podem se tornar patégenos potenciais para os camardes,
devido ao enfraquecimento destes. Essas bactérias sdo apontadas como a
principal fonte de contaminagdo nos viveiros, abrindo as portas para outros
tipos de enfermidades mais severas e colocando em risco toda a atividade
(SANTOS, 2005).

A observacdo de animais sofrendo algum tipo de estresse e
apresentando sintomas de alteragcbes fisiologicas, como comportamento
letargico, corpo em forma de “grampo”, estrias ou opacidade do musculo,
também estdo associadas a variagdes ambientais ou de qualidade de agua,
provocadas principalmente pelas mudancas bruscas de clima e pluviometria
elevada. Essas variagdes acarretam alteracées na composicao idnica da agua
de cultivo e exigem um maior gasto de energia por parte do organismo do
camarao para a realizacdo da regulacdo osmética adequada. Isto tudo, debilita
0s animais, propiciando a infeccdo destes por agentes patogénicos (SANTOS,
2005).

Varios outros fatores também podem levar a populacao de camardes ao

estresse profundo deixando-os sujeitos a toda sorte de contaminacao por



11

microorganismos patogénicos, presentes na agua e nos sedimentos dos
viveiros. Dentre eles podem ser citados: altas densidades de estocagem,
concentragdo excessiva de alimento vivo nos viveiros, baixa qualidade
nutricional, transporte e manuseio inadequados e quedas cronicas de oxigénio
dissolvido, na agua dos viveiros, durante a madrugada, ocasionadas pela
deficiéncia de aeradores (VANDSTEIN et al., 1993; SMITH et al.,, 20083;

SANTQOS, 2005).

1.4. Uso de medicamentos quimicos na carcinicultura

Segundo WAKSMAN (1942), os antibiéticos podem ser classificados
como substancias muito dessemelhantes entre si quimicamente, produzidos
originalmente pelo metabolismo de certas espécies de fungos (griseofulvina,
penicilina), bactérias (polimixina B, bacitracina), microspora (gentamicina) e
streptomices (estreptomicina), tendo como propriedade comum a atividade
bactericida (inativacdo de todos 0s microorganismos, mas nao
necessariamente de seus esporos) ou bacteriostatica (controle do crescimento
bacteriano, sem mata-las). Os antibiéticos podem se classificados como de
largo espectro, que sdo ativos para um grande namero de microrganismos, ou
de curto espectro, que sao especificos para um determinado grupo de
microrganismos, interferindo diretamente nos seus processos metabdlicos
(BARBIERI; OSTRENSKY, 2001).

Em funcdo da ocorréncia de um grande numero de infeccbes
bacterianas, especialmente as causadas por Vibrio spp., tanto durante a

larvicultura, quanto na engorda de camardes, o0 uso indiscriminado de
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antibiéticos se popularizou em varias regides do mundo, com sérias e
negativas conseqiéncias ambientais e econémicas, ndo sendo atualmente
recomendados.

Em muitos casos, o tratamento com antibidtico acontece mesmo na
auséncia de um trabalho de diagnose, ou seja, de identificacdo do problema
que esta afetando o sistema, sendo também aplicados em baixas
concentracdes como “medida preventiva” para o controle de bactérias (TORO,
2005). Apesar dessas estratégias de manejo costumarem funcionar em
primeira instancia, elas acabam levando consigo um enorme potencial para o
desenvolvimento de in6culos bacterianos resistentes no sistema de cultivo
(BARBIERI; OSTRENSKY, 2001).

Segundo Toro (2005), a resisténcia a drogas antimicrobianas tem sido
um problema freqlente nos laboratérios de camarbes marinhos,
particularmente em sistemas de cultivos em que certos tipos de componentes,
como antibiéticos, sdo aplicados rotineira e indiscriminadamente. Com isso,
novas cepas surgiram ao longo do tempo e muitos destes patdégenos se
tornaram mais resistentes, aumentando a mortalidade dos animais cultivados
na industria de carcinicultura (MACMILLAN, 2003).

Dentre o0s aspectos que devem ser considerados em relacdo a
carcinicultura e o uso de antibidticos estdo os residuos de antibidticos no
camarao, e no meio ambiente. Muitos dos compostos utilizados na aquicultura
nao sao metabolizados, sendo descarregados diretamente na agua, sem prévio
tratamento, tendo conseqiiéncias diretas no meio ambiente (KUMMERER,
2004). Este tipo de contaminagao provoca mortalidade de diversos organismos

nos ambientes de descarga, causando mudancgas na composicao e diversidade
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das comunidades naturais, em especial as bentdnicas (XUAN LE;
MUNEKAGE, 2004).

Bjoerklund et al. (1990) afirma que em ambientes bem oxigenados, a
vida média de alguns antibidticos e vitaminas varia de menos de uma semana
na agua, e entre 32-64 dias no sedimento. Ja em ambientes andxicos, como
encontrados nos manguezais, alguns antibiéticos podem resistir por até 419
dias. Com tal meia-vida, os antibiéticos podem ser bioacumulados, atingindo o
homem através da cadeia alimentar, ou podem causar resisténcia em
patdgenos destes mesmos organismos, com possibilidade de transferéncia da
resisténcia a patégenos humanos (DIXON, 1991).

O uso de medicamentos e elementos quimicos como os antibibticos sao
recursos que pelas implicacdes negativas inerentes na saude humana e meio
ambiente, ficaram relegados como pratica comum na aquicultura.

Além disso, as doencas causadas por virus, classificadas como um dos
principais problemas enfrentados pela carcinicultura, ndo podem ser tratadas
com antibidticos, ndo existindo, at¢é o momento, medicamentos capazes de
impedir e/ou eliminar as infeccbes virais nos camardes (BARBIERI;
OSTRESKY, 2002). Sendo assim, cada vez mais aumenta a procura de
estratégias alternativas que visem a prevencdo e/ou erradicacdo das
enfermidades, sem o uso de antibibticos, na carcinicultura. Neste contexto, uso
de substancias capazes de aumentar a imunocompeténcia dos camardes, em
paralelo a um bom manejo do cultivo, desponta certamente como uma
ferramenta promissora na busca de uma maior protecdo imunoldgica contra a
instalagdo de infecgbes no ambiente de cultivo (BARRACCO; PERAZOLLO;

ROSA, 2007).
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1.5. Algumas consideracoes sobre o sistema imunolégico dos crustaceos

O sistema imunolégico compreende todos 0os mecanismos pelos quais
um organismo multicelular se defende de invasores externos, como bactérias,
fungos, virus ou parasitas. Qualquer resposta imune envolve, primeiramente, o
reconhecimento do antigeno, quer seja um organismo agressor (patégeno) ou
outro material estranho e, em segundo lugar, a elaboracdo de uma reacéo
direcionada a este elemento, com a finalidade de elimina-lo do organismo. De
uma maneira geral, existem duas categorias de resposta imune: a inata ou nao-
especifica e a adaptativa ou especifica (ABBAS; LITCHMAN, 2005).

Segundo Barracco; Perazzolo; Rosa (2007), o sistema imune inato é
filogeneticamente mais antigo e considerado mais simples, sendo encontrado
em todos organismos multicelulares, como animais invertebrados e
vertebrados. Ja o adaptativo, altamente complexo e eficiente, € mais recente e
ocorre apenas nos vertebrados. Este se caracteriza pela presenca de uma
infinidade de receptores celulares e anticorpos especificos e ainda por células
de memoria de linhagem linfocitica, que garantem uma resposta de defesa
lenta, eficiente e altamente especifica. De acordo com SMITH et al., (2003), a
auséncia de uma imunidade adquirida nos invertebrados inviabiliza qualquer
tentativa de desenvolver vacinas, na concepg¢ao classica do termo, diminuindo
assim, de forma substancial, a possibilidade de se prevenir e controlar doencas
nestes animais.

A integridade corpérea dos crustaceos, além da sua cuticula, que
funciona como uma barreira fisica protetora contra agressdes e invasdao de

patdgenos, € mantida por seu sistema imunoldgico que, assim como outros
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invertebrados, conta apenas com seu sistema imune inato (VAN DE BRAAK,
2002).

Nos crustaceos a resposta imune se apresenta em duas fases: uma
imediata ndo induzivel, associada a fatores celulares e uma induzida ou
humoral, caracterizada pela participacdo das proteinas plasmaticas e fatores
microbicidas circulantes que melhoram a eficiéncia da resposta imune
(SODERHALL, 1997). As reacdes celulares e humorais atuam de forma
integrada em crustaceos, protegendo-os da invasdao de microrganismos e
parasitas, garantindo assim sua integridade corpérea (BARRACCO;
PERAZOLLO; ROSA, 2007).

As respostas imune celulares dos crustaceos estdo basicamente
relacionada as celulas da hemolinfa, ou hemdcitos, e incluem a fagocitose de
microrganismos, a formagcao de nddulos e capsulas celulares em torno de
particulas estranhas e os mecanismos microbicidas e/ou citotoxicos utilizados
por estas células para lisar e degradar patégenos invasores.

A compreensao das reagdes imune celulares dos crustaceos depende
de forma crucial da identificacdo e caracterizacdo das suas células
imunocompetentes, ou hemocitos (BARRACCO; PERAZOLLO; ROSA, 2007).
Segundo Bachére et al. (2004), trés tipos de hemdcitos sdo identificados em
invertebrados, de acordo com a presenca de granulos citoplasmaticos; hialino
ou agranular, semigranular (com pequenos granulos) e granular (com granulos
maiores). As células hialinas estariam envolvidas na coagulagédo, enquanto as
semigranulares na encapsulacado e nodulacdo e também, em conjunto com as
granulares, participariam na fagocitose, citotoxicidade e producéo de peptideos

antimicrobianos (BARLETT et al., 2002).
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A fagocitose é a defesa celular mais comum e, junto com os fatores
humorais, constituem a primeira linha de defesa, uma vez que determinado
patdgeno ultrapasse a barreira fisica da cuticula (BAYNE, 1990). Este processo
consiste no reconhecimento, ingestdo e degradacao, através de varios
mecanismos microbicidas, de particulas estranhas como bactérias, esporos e
células envelhecidas do préprio organismo (VAZQUEZ et al., 1998).

Ja a formacgao de nédulos e capsulas ocorre, respectivamente, quando a
cavidade corpérea dos crustaceos € invadida por uma quantidade macica de
microrganismos ou quando as particulas invasoras sdo muito grandes, nao
sendo possivel sua fagocitose (BAYNE, 1990). Tanto os ndédulos como
capsulas apresentam, geralmente, uma pigmentacdo escura, denominada
melanizacdo, na regido central proximo aos microrganismos agregados ou
parasitos encapsulados. Em ambas as estruturas, os patdégenos sao destruidos
pela liberacdo de moléculas citotoxicas ou liticas. A melanizagdo também pode
ser observada durante a cicatrizagdo de ferimentos, onde a coagulacdo da
hemolinfa e a migracdo dos hemécitos ao local da injuria permitem a formacéao
de um tampao celular até que uma nova cuticula seja reconstituida
(BARRACCO; PERAZOLLO; ROSA, 2007).

A biossintese da melanina € um processo complexo, iniciando-se com a
oxidacdo de compostos fendlicos para quinonas, através da enzima
fenoloxidase (PO) (BARRACCO; PERAZOLLO; ROSA, 2007). As quinonas, por
sua vez, continuam transformando-se por via ndo enzimatica em varios outros
compostos, que culminam na formacao de melanina. A PO é sintetizada pelos
hemécitos como uma forma inativa e é convertida na sua forma ativa, pro-

fenoloxidase (proPQO), por uma cascata proteolitica, denominada sistema de
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ativacao da proPO (VAN DE BRAAK, 2002). A ativacédo deste sistema pode ser
desencadeada por componentes da superficie de microrganismos, o que
sugere que esteja relacionado ao reconhecimento do ndo proprio em muitos
invertebrados (SODERHALL; CERENIUS, 1998).

Nos crustaceos, o sistema de ativacdo da proPO e outras moléculas
associadas encontram-se compartimentalizados no interior dos granulos dos
hemécitos, de onde sao liberados por uma exocitose regulada. No entanto,
deve ser ressaltado que, junto desta exocitose, ocorre também a liberacao de
moléculas altamente téxicas, como as quinonas, hemiquinonas e espécies
ativas de oxigénio (EAQO), que atuando em sinergismo no espaco extracelular,
culminam com a destruicdo dos microrganismos e/ou parasitos invasores
(BARRACCO; PERAZOLLO; ROSA, 2007). Ja a melanina, parace funcionar
como scavenger de radicais livres (NAPPI; VASS, 1993; NAPPI; OTTAVIANI,
2000), minimizando assim os efeitos deletérios destas moléculas altamente
téxicas para o organismo do hospedeiro. Contudo, deve ser salientado que a
melanina n&o € a molécula imunoefetora mais importante durante a ativacao do
sistema proPO, sendo os compostos citotéxicos intermediarios os mais efetivos
(NAPPI; VASS,1993). Assim sendo, a melanizagdo representa, mais
especificamente, o final de um potente processo imunoefetor.

Segundo Mufioz et al. (2000), as EAO sdao moléculas citotoxicas
produzidas durante as reacdes imune celulares, como na fagocitose. A
producdo destas moléculas € acompanhada de um importante aumento do
consumo de oxigénio, fenbmeno conhecido de “burst” respiratorio, que resulta
na inibicdo do crescimento ou na completa destruicdo dos microrganismos

invasores. Estas moléculas possuem propriedades altamente reativas, capazes
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de reagir com qualquer composto que esteja préximo, podendo funcionar como
agentes microbicidas potentes, podendo até provocar danos celulares aos
préprios fagocitos. Para neutralizar este efeito existem mecanismos de defesa
antioxidandes, que podem ser tanto enzimaticos como ndo enzimaticos,
atuando na eliminacdo das EAO ou mesmo na transformacdo destas em
produtos menos téxicos (CORDOBA et al, 2005). A acdo de compostos
antioxidantes de origem exdgena, como 0 acido ascérbico (vitamina C), a
glutationa e o a-tocoferol (vitamina E), também podem interagir diretamente
com os radicais livres neutralizando-os (WARNER, 1994).

Apesar de nao possuirem moléculas de reconhecimento altamente
especificas ou anticorpos, os invertebrados contam com outros tipos de
proteinas, chamadas de proteinas de reconhecimento-padrdao (PRPs) que,
apesar de menos especificas, também sdo capazes de reconhecer
eficientemente, desencadear e amplificar a resposta imune contra uma
variedade de invasores (BARRACCO; PERAZOLLO; ROSA, 2007).

As PRPs sao moléculas produzidas pelo hospedeiro, secretadas para o
plasma ou localizadas na superficie das células, principalmente as do sistema
imune, que reconhecem e se ligam aos padrbes moleculares presentes
especificamente nos microrganismos (PAMPs). Em invertebrados, os principais
PAMPs reconhecidos por PRPs s&o os lipopolissacarideos (LPS) da superficie
das bactérias Gram-negativas e as peptidoglicanas (PGs) da parede das Gram-
positivas e as B-1,3-glicanas da parede de fungos (Lee e Sdderhall, 2002).
Uma vez dentro do hospedeiro, os PAMPs sao reconhecidos e ligados as suas
respectivas PRPs e, no caso dos crustaceos, iniciam a ativagao principalmente

dos hemdcitos, desencadeando uma resposta imune-celular ou a producao de
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uma série de moléculas imunoreguladoras por degranulacdo (BARRACCO;
PERAZOLLO; ROSA, 2007).

O reconhecimento do nao-préprio em crustaceos, além do sistema de
ativacdo da proPO, pode ser realizado pelas lectinas e pelo sistema de
coagulacao (BARRACCO; PERAZOLLO; ROSA, 2007).

As lectinas sao proteinas que possuem a propriedade de reconhecer, de
maneira especifica, aclcares presentes na parede da célula microbiana, tais
como lipopolissacarideos, peptidoglicanas e B-glicanaproteinas, causando sua
aglutinacdo (VAZQUEZ et al., 1998). Esta propriedade se deve ao fato destas
moléculas possuirem pelo menos dois sitios de ligacao, sendo assim capazes
de aglutinar células que expressem determinados acuUcares na sua superficie.
Além da propriedade de aglutinacdo, algumas lectinas podem ainda aumentar
a atividade de fagocitose dos microrganismos com 0s quais reagem,
funcionando como opsoninas, isto &, proteinas que recobrem as bactérias
tornando-as mais fagocitaveis (BAYNE, 1990).

Uma coagulacéo rapida e eficiente da hemolinfa € considerada como um
importante mecanismo de defesa em crustdceos, o qual evita a perda
excessiva de hemolinfa durante injurias, impede a invasdo de microrganismos
do ambiente aquatico e auxilia na ativagdo dos hemécitos (VAN DE BRAAK,
2002). Os crustaceos apresentam um sistema de coagulacao distinto em que a
polimerizacdo das proteinas de coagulacdo se da através de enzimas
transglutinases (TGase) dependentes de calcio. A reacdo de coagulacédo se
inicia quando a TGase é liberada dos hemdcitos, promovendo a polimerizagcao
da proteina de coagulacdo presente no plasma, formando um gel insoluvel

(YEH et al., 1998).



20

1.6. Uso de substancias potencialmente imunoestimulantes na

carcinicultura

Os crustaceos, assim como outros invertebrados, contam apenas com o
sistema imune inato, o que nao permite o desenvolvimento de vacinas
especificas para prevenir e controlar infeccoes (BARRACCO; PERAZOLLO;
ROSA, 2007). Com isso, o uso indiscriminado de antibiéticos na carcinicultura
se tornou uma pratica comum em varias regidbes do mundo, trazendo
conseqiiéncias ambientais e econémicas desastrosas (BARBIERI;
OSTRENSKY, 2002). Sendo assim, a procura por estratégias alternativas que
visem a prevengdo ou a erradicacdo das enfermidades, sem o0 uso de
antibiéticos, tornou-se cada vez mais importante na carcinicultura (SMITH et
al., 2003).

Uma opcao que vem sendo muito estudada nos ultimos anos é o uso de
compostos imunoestimulantes. A imunoestimulacao em crustaceos é de origem
profilatica, promovendo uma acdo no sistema imune nao especifico,
aumentando a resisténcia do hospedeiro contra doencas que, na maioria das
circunstancias, sdo causadas por patégenos (RAA, 2000).

Nos ultimos anos, varios compostos imunoestimulantes vém sendo
testados com sucesso, apresentando resultados promissores na sobrevivéncia
de crustaceos expostos, posteriormente, a microrganismos patogénicos. Dentre
estes compostos, muitos sdo derivados de microrganismos ou de algas,
destacando-se os componentes da parede celular de diferentes bactérias,
fungos, micro e macroalgas. Os principais principios ativos destes

componentes, capazes de gerar uma imunoestimulacdo sdo: fragmentos de
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peptidoglicanas (PGs), lipopolissacarideos (LPS), lipopeptideos,
polissacarideos sulfatados, [-glicanas, aciloligopeptideos e peptideos
bacterianos especificos (SONG; HUANG, 2000).

Berger (2000) acredita que os compostos moduladores do sistema
imunolégico de crustaceos apresentam grande potencial em relacdo aos
antibioticos, pois possuem uma série de vantagens como: auséncia de toxidade
ou residualidade, nao causar dependéncia, facilidade de dosagem e
administragcdo, baixo custo comparativo e, principalmente, por ndo ocasionarem
impactos negativos ao meio ambiente e ao consumidor.

Segundo Smith et al. (2003), os imunoestimulantes podem ser
administrados através de injecdo, imersao e como complemento alimentar,
adicionados a racao. A injecao é considerada a estratégia mais eficiente de
aplicagdo. Entretanto, este método além de ser impraticavel em larga escala,
requer um tamanho minimo para aplicagdo e pode causar um estresse
adicional aos individuos. Ja os métodos de imersdo e incorporacdo na racao
sdo considerados mais adequados, pois sao de facil aplicacdo, podem ser
administrado em grandes quantidades de individuos, independente do seu
tamanho, nao interferem na rotina da fazenda e n&o causam estresse nos
individuos. Entretanto, a imersdo nao é eficaz para todos os tipos de doencas
e requer grandes quantidades do composto. Sendo assim, a incorporagdao na
racdo é o método que vem sendo mais indicado para aquicultura (VAN DE
BRAAK, 2002; BRICKNELL; DALMO, 2005).

A dose ideal e o periodo de aplicagdo dos compostos imunoestimulantes

€ uma questdo de extrema importancia para obtencdo de resultados
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satisfatorios no aumento da resposta imune e na protecdo contra organismos
patdgenos (SAKAI, 1999).

Porém, a utilizacdo de dosagens muito altas ou em momentos
inadequados pode causar toxicidade ou inibicdo das respostas imunolégicas,
principalmente quando aplicadas por periodos muito longos (SMITH et al.,
2003; HAUTON; SMITH, 2004). De acordo com Bricknell e Dalmo (2005) a
exposicdo continua ao imunoestimulantes pode ainda induzir a tolerancia ao
composto.

Raa (2000) relata que o uso de imunoestimulantes durante estagios
avancados de infeccdo pode agravar os sintomas da doenca, pois 0 composto
pode ser reconhecido pelo organismo como um novo agente infectante.
Segundo o Boletim Informativo do Cenaim (2001), a administracdo de uma
dosagem incorreta pode também resultar na formacao inadequada da pré-
muda em crustaceos.

Raa (2000) sugere que os imunoestimulantes, para peixes e crustaceos,
sejam utilizados em trés ocasides distintas: a) quando os individuos forem
submetidos a situagcdes conhecidas de estresse, como: manuseio, transporte,
biometria, aclimatacdo, introducdo a alimentacdo artificial; b) durante
exposi¢cdes esperadas a microrganismos e parasitas, como: “blooms” de
primavera e outono em ambientes marinhos e altas densidades de estocagem;
e c) estagio de desenvolvimento larval, fase em que o animal esta
particularmente mais susceptivel a agentes infecciosos.

Segundo Vargas-Albores (2002), a avaliacdo da eficiéncia de um
imunoestimulante depende de suas caracteristicas farmacolédgicas, das

condigdes fisiologicas do animal e das condigbes ambientais. Em camarées,
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por exemplo, existe a possibilidade dos animais nédo responderem ao
tratamento com imunoestimulantes devido a ma nutricdo ou ao
comprometimento fisiolégico com outros processos como, muda e reproducao.

Deve ainda ser claramente observado, segundo Barracco; Perazollo;
Rosa (2007), que a busca de uma ativacdo das respostas imunoldgicas no
camardo tratado com imunoestimulantes ndo é desejavel, como forma de
prevenir infecgdes. O que se busca de fato no cultivo de camarbées ndao é um
sistema imunoldgico continuamente ativado, e sim um estado de maior
imunocompeténcia dos animais, que lhes proporcione uma maior capacidade e

rapidez de resposta imunolégica por ocasiao de uma invasao por patégenos.

1.7. Polissacarideos sulfatados de algas marinhas como fonte de

imunoestimulantes

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 sao classificados de
acordo com o numero de unidades de acucar em monossacarideos,
oligossacarideos e polissacarideos, os quais sao constituidos por varios
residuos de monossacarideos, unidos por ligacdes glicosidicas, podendo ainda
ser lineares ou ramificados (LEHNINGER et al., 1995).

Os polissacarideos podem apresentar sulfato na sua estrutura quimica,
sendo entdo denominados de polissacarideos sulfatados (PS). Por defini¢ao,

os PS séo polimeros formados por unidades repetitivas de acucares e
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carregados negativamente devido a presenca de radicais sulfato (STYER,
1996).

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

As algas marinhas sdo juntamente com as gramineas marinhas os
Unicos vegetais conhecidos por apresentarem polissacarideos sulfatados em
sua composicao (PAINTER, 1983; AQUINO et al, 2005). Os PS sao
encontrados em micro e macroalgas marinhas, de uma maneira geral, na
parede celular como dois componentes: fibrilar e amorfo. O primeiro é
responsavel pela forma da estrutura da parede celular, enquanto o segundo, da
origem a matriz celular, na qual todo componente fibrilar encontra-se banhado
(PAINTE, 1983).

As algas marinhas abrangem um vasto grupo do reino vegetal, sendo
classificadas, de acordo com suas caracteristicas fisiolégicas e morfoldgicas,
em Chlorophyta, algas verdes, Rhodophyta, algas vermelhas, e Phaeophyta,
algas marrons ou pardas (BARNES, 1980).

Segundo Percival e McDowel (1967), os polissacarideos sulfatados
estdo presentes nas algas pardas, vermelhas e verdes na forma de fucanas,
galactanas e arabino-galactanas, respectivamente.

Nos ultimos anos, muitos estudos vém sendo realizados mostrando o
efeito imunoestimulante, tanto em peixes como em camardes, de
polissacarideos sulfatados de micro e macro algas marinhas.

A imersao de juvenis de camarao branco L. vannamei em solugbes de -

glicana e de PS, extraido de uma microalga cianoficia, promoveram respostas
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semelhantes, ativando o sistema imune através de um aumento da producao
de anion superéxido. Embora esta ativacao tenha sido muito similar para os
dois acgucares, o PS foi utilizado em uma dosagem 500 vezes menor do que 0
outro composto testado (CAMPA-CORDOVA et al., 2002).

Lee et al. (2003) reportaram um aumento na atividade fagocitica dos
hemécitos do camardo Penaeus merguiensis, através da incorporacado dos PS
da microalga Spirulina platensis na dieta, apds a exposi¢ao as bactérias: Vibrio
harveyi, Escherichia coli, Salmonella typhimurium e Bacillus subtilis.

Takahashi et al. (1998) demonstraram a eficacia da administracao oral
de fucoidan, extraido da alga marinha parda Cladosiphon okamuranus, nas
concentracdes 60 e 100 mg/kg de camarao/dia, no controle do WSSV em
Marsupenaeus japonicus. Os resultados mostram sobrevivéncia de 77% e
76%, respectivamente, enquanto os individuos do tratamento controle
apresentaram 100% de mortalidade.

Da mesma forma, Chotigeat et al. (2004) relataram um aumento
significativo da sobrevivéncia do camarao tigre Penaeus monodon, infectado
pelo WSSV, apo6s administracdo oral do fucoidam extraido da alga marinha
parda Sargassum polycystium.

Os polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha Botryocladia
occidentalis foram administrados, na forma de banhos de imersdo, em pés-
larvas do camardo L. vannamei submetidos ao estresse (BARROSO et al.,
2007) e incorporados na ragdo de camardes L. vannamei infectados com o
virus causador da NIM (COSTA et al., 2006), sendo observado, em ambos 0s

casos, um aumento significativo da sobrevivéncia dos individuos.
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Huang et al. (2006) avaliaram o uso oral do extrato bruto obtido da alga
marinha parda Sargassum fusiforme. Os resultados mostraram que, ap6s 30
dias, os camardes Fenneropenaeus chinensis, infectados com Vibrio harveyi,
se tornaram mais resistentes ao patégeno, apresentando maiores
sobrevivéncias médias, em relagdo aos organismos do tratamento controle.

Yeh et al. (2006) determinaram o numero total de hemacitos, a atividade
da proPO e as ROIs de camardes L. vannamei, infectados pelo V. alginolyticus,
apés administrados, via imersdo (100, 300 e 500 mg.L™") ou injecdo (2, 6, 10 e
20 ug g'), com extrato de agua quente da alga parda Sargassum duplicatum.
Todos os parametros testados aumentaram significativamente quando os
camardes foram imersos em 300 mg.L™" ou quando injetados com 10 pg g~' do
extrato, elevando significativamente sua habilidade imunitaria e a resisténcia
contra infec¢do ao V. alginolyticus.

Fu et al. (2007) testaram os efeitos imunoestimulatérios e as respostas
contra o V. alginolyticus, do extrato de agua quente da alga vermelha Gelidium
amansii via imersao, injecao e incorporados a racdo, no camarao branco L.
vannamei. Tanto o numero total de hemécitos, como a atividade da propor,
bem como o “burst” respiratdério aumentaram significativamente nos trés
métodos de administragdo testados, sugerindo a habilidade do composto em
elevar a imunidade e a resisténcia contra infeccao do V. alginolyticus.

Como € possivel observar, parece existir uma forte correlagdo entre a
immunoestimulagédo e o aumento da resisténcia contra as infec¢gdes causadas
por bactérias e virus ou por situacoes de estresse, em camarbes (SAKAI,

1999). Desta forma, a imunoestimulacdo, aliada a um bom manejo ambiental,
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poderia contribuir de maneira significativa para a reestruturacdo do setor da

carcinicultura no Brasil e no mundo.

1.8. Outras atividades bioldgicas dos polissacarideos sulfatados de algas

marinhas

Nos ultimos anos, tem crescido o interesse cientifico na investigacéo e
identificacdo de compostos com atividade biolégica oriundos de organismos
aquaticos, com aplicabilidade em varios ramos da biotcnologia. Dentre estes
compostos, os PS extraidos de algas marinhas podem ser destacado por
apresentarem diversas atividades bioldgicas, tais como: anti-inflamatéria, pro-
inflamatéria,  anti-tumoral,  abti-metastica,  anti-profilerativa,  antiviral,
anticoagulante e antitrombética (BOISSON-VIDAL et al., 1995), sendo as trés
ultimas as mais estudadas.

Os PS da alga marinha verde Ulva perfusa foram utilizados em testes de
atividade anti-hiperlipidémica. Apds a degradacéo, duas fragdes de baixo peso
molecular foram administradas por 21 dias na dieta de ratos. Os resultados
indicam que esses polimeros, com diferentes pesos moleculares, diminuiram
0s niveis de lipidios desses animais (YU et al., 2003).

Angulo e Lomonte (2003) relataram que o fucoidam extraido da alga
marinha parda Fucus vesiculosus, apresentou eficiente atividade citotéxica e
miotoxica contra o veneno das serpentes Bothrops asper, Cerrophidion
godmani, Atropoides nummifer e Bothriechis aqchlegelii.

Segundo Zhou et al. (2004), a alga vermelha Chondrus ocellatus possui

galactanas sulfatadas com atividade antitumoral. Esses polissacarideos foram



28

degradados em fragdes com diferentes pesos moleculares, sendo que todas
apresentando atividade antitumoral em menor ou maior grau.

As galactanas sulfatadas das macroalgas vermelhas Gymnogongrus
griffithsiae e Cryptonemia crenulares apresentaram atividade antiviral contra o
virus do herpes simples tipos | e Il. O mecanismo de acao esta relacionado
com a inibicao da adsorcao do virus na célula-alvo. O mecanismo de acao esta
relacionado com a adsorcdo do virus na célula-alvo. Além disso, essas
galactanas foram eficientes em evitar a infec¢ao viral do herpes tipo Il a partir
do uso tépico na vagina de roedores (TALARICO et al., 2004).

A fucana sulfatada extraida da alga parda Laminaria cichorioides
apresentou uma potente atividade anticoagulante, in vitro, inibindo a acédo da
trombina pelo cofactor Il da heparina. Este PS também acelerou a inibicdo da
trombina e do fator Xa via antitrombina, entretanto com menor intensidade.
(YOON et al., 2007).

Chattopadhyay et al. (2007) analisaram a atividade antiviral e
anticoagulante do extrato bruto e das fracdes, obtidas por cromatografia de
troca idnica, da alga vermelha Grateloupia indica. Tanto o extrato bruto quanto
a fracdo F3 apresentaram potente atividade anti-HSV (herpes simplex virus),
porém baixa atividade anticoagulante.

Nair et al. (2007) investigaram a atividade antimicrobiana de vinte e seis
extratos de PS de algas marinhas, contra cinco importantes bactérias: Bacillus
cereus, Micrococcus flavus, Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae e
Pseudomonas testosterone. As bactérias mostraram respostas variadas para
os diferentes PS de algas. Dentre os extratos analisados, o da alga verde

Enteromorpha intestinalis foi considerado o mais potente, sendo K
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pneumoniae a bactéria mais suscetivel, enquanto M. flavus e C. freundii foram
as mais resistentes.

Venkateswarlu et al. (2007) verificaram, em testes in vitro, que o0s
metabdlitos produzidos pela alga marinha parda Spatoglossum variabile foram
ativos contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, além de
apresentaram significante atividade antioxidante.

Dar et al. (2007) testou o efeito da variacdo sazonal na atividade anti-
inflamatéria do extrato da alga parda Sargassum wightii, em edemas induzidos
nas patas de camundongos. Foi verificado que os extratos coletados no inverno
apresentaram uma atividade significativamente maior, do que os coletados no
verdo. O autor explica esta diferenca a provavel variacdo sazonal dos
nutrientes disponiveis no ambiente, influenciando, dessa maneira, a sintese
dos constituintes requeridos ao crescimento da alga.

Estudos com PS de algas 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
distribuicao de grupos sulfato (ALVES, 2000).

Sendo assim, cada polissacarideo pode possuir conformacgao estrutural
Unica e, portanto, apresentar atividades biologicas diferentes ou mais potentes
de que outros polissacarideos, ou outros compostos ja descritos. Além disso,
diferentes métodos de extragcdo 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 extracdo vem
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sempre acompanhado de perspectivas para a descoberta de um novo farmaco
(ROCHA et al., 2004).

Apesar do potencial farmacolégico dos polissacarideos de algas, da
diversidade de espécies das mesmas e, conseqlientemente, da quantidade de
polissacarideos sulfatados nelas encontrados, poucos estudos vém sendo
realizados visando o0 uso destes compostos na aquicultura, para conferir aos

animais uma melhor performance durante os cultivos.

1.9. Polissacarideos sulfatados da alga marinha parda Spatoglossum

schroederi e suas atividades bioldgicas

As algas pardas contém uma ampla variedade de polissacarideos
acidos, sendo alguns deles compostos exclusivamente por acido urénico, como
0 acido alginico, outros por fucose e sulfato, denominados homofucanas, e
outros por xilose, fucose, manose, galactose, acido glucurénico e sulfato, em
diferentes proporcdes, chamados de heterofucanas (KLOAREG; QUATRANO,
1988).

Alginatos sdo polissacarideos estruturais que ocorrem, naturalmente,
nas algas marinhas pardas, compreendendo 40% de seu peso seco, sendo um
termo coletivo usado para o acido alginico, seus sais e derivados. O &cido
alginico € um co-polissacarideo de alto peso molecular, composto de duas
unidades monoméricas de acido B-D-manurbnico e a-L-gulurbénico, em varias
proporcoes, dependendo da espécie de alga (LAPASIN; PRICL, 1999).

Segundo Estervag e Valla (1997) cada espécie de alga parda sintetiza

diferentes quantidades de alginatos, com estruturas distintas, o que esta
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diretamente relacionado com suas caracteristicas estruturais como morfologia,
rigidez, elasticidade e capacidade de retencao de agua. Tal fato é explicado por
estas se desenvolverem em locais e condicdes distintas, como profundidade,
tempo de exposi¢ao ao sol, impacto das ondas, entre outras.

De acordo com Moe et al. (1995), os alginatos nao tém valor nutricional
e sao utilizados como aditivos para melhorar, modificar e estabilizar a textura
de certos alimentos. Propriedades importantes incluem a melhora da
viscosidade, habilidade de formacdo de gel e estabilizagdo de misturas
aquosas, dispersbes e emulsbes. Algumas dessas propriedades séo
provenientes das préprias propriedades fisicas inerentes aos alginatos, mas
elas também podem ser resultado da interacdo desses com outros
componentes do alimento, tais como proteinas, gorduras ou fibras.

Ja o termo fucana é utilizado para definir a familia de polissacarideos
sulfatados que contém L-fucose, possuindo uma grande variabilidade de pesos
moleculares (ROCHA et al. 2001). Estes polimeros sao encontrados na matriz
extracelular de algas marinhas pardas (PERCIVAL; ROSS, 1950), na camada
gelatinosa dos ovos de ouricos do mar (MULLOY et al., 1994) e na parede
celular de pepinos do mar (MOURAO; BASTOS, 1987).

Nas algas pardas, a estrutura das fucanas pode variar de acordo com as
espécies e, as vezes, entre as diferentes partes das mesmas (DIETRICH et al.
1995), como também com as estacdes do ano e as condi¢cdes climaticas locais
(VON HOLDT et al., 1955; HONYA et al., 1999). As fucanas de algas marinhas
sdo, em geral, compostas de unidades de L-fucose em ligacdo a (1—2) ou a
(1—3)-4-0 sulfatada, com ramificagdes de unidades de D-xilose, D-galactose,

acido D-glucurénico ou sulfato, nas posicbes 3 ou 2, sendo esta grande
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heterogeneidade responsavel pela dificuldade no fracionamento e
caracterizacao destes polimeros (PATANKAR et al., 1993). Além disso, a
estrutura das fucanas também pode variar de acordo com o método de
extracdo (MABEAU et al., 1990). Desta maneira, cada nova fucana descrita
possui caracteristicas estruturais distintas e, com isso, um grande potencial
farmacolégico. Sendo assim, diversos modelos experimentais tém sido
empregados como forma de avaliar as diversas atividades farmacoldgicas e a
utilizacdo destes compostos. Dentre as atividades bioldgicas ja reportadas para
PS de algas pardas estdo: anticoagulante (MULLOY et al., 2000),
antitrombética (GRAUFFEL et al.,, 1989), antiviral (WANG et al. 2007),
antiadesiva, (ROCHA et al., 2001), antiproliferativa (YUAN; WALSH, 2006),
anti-inflamatéria (JEONG et al. 2006), antitumoral (DIAS et al. 2005),
antioxidante (CHO et al. 2007), entre outras.

A alga marinha parda S. schroederi (Fig. 1), pertencente a Ordem
Dictyotales, se desenvolve em formacdes rochosas protegidas da Costa
Atlantica Latino-Americana, podendo atingir de 10 a 30 cm de comprimento,
apresentado ramificacdo repetidamente alternada, podendo ser sub-
dicotdmica, lobada ou ramificada, com as divisdes irregulares de 0,5 a 2,5 cm
de largura e 0,5 a 7,0 cm de distancia entre bifurcacées. (TAYLOR, 1960). O
talo é fixado ao substrato por massa rizoidal, ereto, foliaceo em forma de fita
larga (JOLY, 1967), com margens onduladas ou irregularmente dentadas

(TAYLOR, 1960).
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Figura 1: Exemplar da alga marinha parda
Spatoglossum schroederi.

Um polissacarideo acido, de 21 kDa, contendo fucose, xilose, acido
glucurdnico e sulfato, totalizando 20% dos polissacarideos acidos presentes na
alga S. schroederi, foi purificado através de coluna de troca ibnica e
cromatografia molecular por Leite et al. (1998), sendo o primeiro trabalho a
sugerir uma estrutura completa para esta xilofucoglucorona sulfatada. O
polimero é€ composto por uma cadeia central formada por B-1-3-acido
glucurénico, contendo oligossacarideos de 4,5 kDa, com ramificagbes no C-4
das cadeias de a-fucose (1—3). A fucose €, na maioria das vezes, substituida
por grupos sulfatos no C-4 e por B-xilose (1—4) no C-2.

Segundo Rocha (2001), a alga parda Spatoglossum schroederi produz
trés fucanas, denominadas de fucanas A, B e C.

A fucana A, isolada e purificada por Rocha (1998), é uma
galactoxilofucana sulfatada. O composto apresenta um peso molecular médio
de 15kDa, sendo constituido de fucose, xilose, galactose, sulfato e pequenas
quantidades de acido glucurdnico, em relacdo molar de 1:0,55:1,9:2,3:0,15,
respectivamente. O composto foi parcialmente degradado por glicosidases,

produzindo galactose, xilose e fucose na mesma propor¢cao molar, sugerindo a
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presenga de um esqueleto de galactana com ramificacées de fucose sulfatada
e xilose.

A fucana B é uma xilogalactofucana extraida e purificada através de
precipitacdo em dois volumes de acetona e coluna de troca ibnica,
respectivamente. O polissacarideo apresentou peso molecular de 24kDa,
sendo formado por fucose, xilose, galactose e sulfato nas proporcdes
1:0,6:2:2,3, respectivamente (ROCHA et al., 2005a),

A fucana C, com peso molecular de 21,5 kDa, foi extraida por Rocha et
al. (2005b) através de hidrélise enzimatica e purificada por precipitacao
diferencial com acetona e cromatografias de troca i6nica e gel filtracdo. As
andlises quimicas, os estudos de metilagdo e de RMN indicaram as principais
caracteristicas estruturais deste polimero, o qual é constituido por fucose,
xilose, galactose, sulfato (1:0,5:2:2) e tracos de acido urénico, sendo formada
por uma estrutura central de B-D-galactose-3-sulfato, com aproximadamente
25% destas unidades contendo cadeias laterais formadas por oligossacarideos
a-L-fucose-3-sulfato ou a-L-fucose-3-sulfato (1—4) p-D-xilose-3, ligados ao O-2
da cadeia central.

Apesar da grande disponibilidade da alga marinha parda S. schroederi
em nosso litoral e da abundancia e heterogeneidade dos PS presentes na
espécie, o potencial farmacoldgico desta alga ainda esta pouco explorado.

Paracer et al. (1987) demonstraram que o extrato de S. schroederi, em
concentrado aquoso de 1,0 a 0,50%, obteve efeito direto sobre alguns géneros
de nematdides que atacam plantas, matando espécies de Meloidogyne

incognita, M. javanica, M. acrita e Hoplolaimus galeatus.
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Leite et al. (1998) e Rocha et al. (2005b) testaram as atividades
anticoagulante, in vitro, e antitrombética, em modelo experimental de trombose
venosa em camundongos, da galactofucana sulfatada extraida da alga marinha
parda S. schroederi Embora este PS ndo tenha apresentado atividade
anticoagulante, estimulou a sintese do heparan sulfato pelas células
endoteliais, podendo estar relacionado com a atividade antitrombética in vivo,
sugerindo que esta galactofucana sulfatada talvez possa ser utilizada como
uma potente droga antitrombaética.

Rocha et al. (2001) avaliaram a possivel funcao inibidora das interacoes
da matriz celular da fucana extraida da alga S. schroederi, utilizando células do
ovario de Hamster chinés (CHO-K1) e o tipo mutante deficiente em
xilosiltransferase (CHO-745). O tratamento com o polimero inibiu a adesao de
varias proteinas especificas da matriz extracelular. Entretanto, apesar da
inibicao, a fucana nao afetou a proliferacdo e o ciclo celular. De acordo com os
resultados, este polimero pode ser considerado um novo composto anti-
adesivo, com aplicacdes farmacoldgicas potenciais.

Araujo et al. (2004) testaram a xilofucoglucorona da alga S. schroederi
como suporte para imobilizacdo antibidtica. O autor concluiu que este
polissacarideo pode ser usado como antibacteriano, servindo como um suporte
soluvel em agua para imobilizacdo de gentamicina e amikacina.

Segundo Texeira et al. (2007), o extrato cetbnico da alga S. schroederi
inibiu a atividade enzimatica de a-amilase, conferindo um potencial
hipoglicémico ao composto, podendo ser futuramente utilizado no controle da

hiperglicemia.
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Ja Rocha et al. (2007) ndao encontraram nenhuma a atividade citotéxica
in vitro contra o melanoma humano C32 do extrato bruto de S. schroederi.

Apesar do potencial farmacoldgico dos PS de S. schroederi, nenhum
estudo foi até hoje realizado visando detectar a possivel influéncia destes
polimeros no desempenho de organismos aquaticos cultivaveis, visando
melhores rendimentos na aquicultura.

O presente estudo avaliou a administracao, via imersao, dos PS da alga
marinha parda Spatoglossum schroederi, no aumento da resisténcia do
camardao L. vannamei submetidos a fatores ambientais potencialmente

estressantes.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Verificar o efeito dos polissacarideos sulfatados extraidos da alga
marinha parda Spatoglossum schroederi, no aumento da resisténcia de juvenis
e pbés-larvas do camardao marinho Litopenaeus vannamei, submetidos a

diferentes condi¢des de estresse.

2.2. Objetivos especificos

1. Extrair e fracionar os PS presentes na alga marinha parda
Spatoglossum schroederr;
2. Detectar a presenca dos carboidratos totais presentes em cada

fracdo coletada;

3. Determinar o perfil eletroforético dos PS presentes em cada
extracao;
4. Administrar os PS via imersao, por 33 dias, em trés doses distintas, e

avaliar a sobrevivéncia e o ganho de peso de juvenis de camardes
submetidos a supressao temporaria da aeracao dos aquarios;

5. Administrar os PS via imersdo, por seis dias, em duas doses
distintas, e avaliar a sobrevivéncia de PL’s de camardao submetidas
ao teste de estresse salino, imediatamente ap6s o periodo de

administragao;
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6. Repetir o teste de estresse salino uma semana apds o encerramento
da administracdo dos PS as PL’s, buscando verificar um possivel

efeito prolongado do composto.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta e preparo da alga

A coleta das algas da espécie S. schroederii foi realizada na Praia do

Pacheco, municipio de Caucaia, litoral oeste de Fortaleza - CE (Fig. 2 e 3). Em

laboratério, as algas foram lavadas com agua destilada, secas em estufa a

40°C e cortadas em pequenos pedacos.

Figura 2: Praia do Pacheco, litoral oeste de Figura 3: Mesolitoral rochoso da Praia do
Fortaleza - CE. Pacheco, local de coleta das algas.

3.2. Extracao dos polissacarideos sulfatados

Cerca de 5 g da alga seca foram hidratadas com 250 mL de tampéao
acetato de sodio 0,1 M, pH 5,0 contendo 5 mM de EDTA e 5 mM de cisteina.
Em seguida, o material foi submetido a digestao proteolitica através da adicao
de 17 mL de uma solucéo de papaina (30 mg.mL™"), preparada com o mesmo

tampdo, e incubado a 60°C, por 24 h. Ap6s incubagéo, a mistura foi filtrada e
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centrifugada (7.965 x g; 25 min; 4°C). Os PS presentes no sobrenadante foram
precipitados com a adicdo de 16 mL de Cloreto de Cetil Piridina (CPC) 10%,
por 24 h em temperatura ambiente. O precipitado foi entdo lavado com 500 mL
de CPC 0,05%, dissolvido em 250 mL de NaCl 2M : etanol absoluto (100:15,
v/v) e submetido a uma nova precipitacdo, por 24 horas a 4°C, através da
adicao de 300 mL de etanol absoluto. Em seguida, a mistura foi centrifugada e
0 precipitado submetido a duas lavagens com 250 mL de etanol 80% e uma
com 150 mL de etanol absoluto. Os PS foram entdo secos em estufa a 60°C,
onde obteve-se o extrato bruto. O extrato algal obtido apés a filtracao, foi
submetido a novas extracbes consecutivas com o objetivo de otimizar o

rendimento dos PS, totalizando 3 extracdes.

3.3. Eletroforese em gel de agarose

O extrato bruto dos PS obtidos em cada uma das trés extracbes foi
analisado por eletroforese em gel de agarose, segundo Dietrich e Dietrich
(1976). Para isso, aliquotas contendo aproximadamente 20 ug do extrato bruto
de cada extracao foram aplicadas em um gel de agarose 0,5% em tampao 1,3-
diaminopropano 0,05 M (pH 9,0) e submetidas a uma corrida eletroforética, por
1 ha120 V. Apés a corrida, os PS foram fixados no gel com uma solucéo de
brometo de cetiltrimetilambnio (0,1%), durante 12 h. Apos a fixagdo, o gel foi
corado com azul de toluidina a 0,1% e descorado em acido acético/etanol/agua

(0,1:5:5, v/v/v).
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3.4. Fracionamento dos polissacarideos sulfatados

Os PS presentes nos extratos brutos das trés extragcdes foram
fracionados em coluna de troca ibnica DEAE-celulose (6,5 cm x 1,5 cm),
equilibrada com o mesmo tampao acetato de sédio utilizado na extracdo. Em
seguida, 10 mg do extrato bruto foram aplicados na coluna, diluidos em 5 mL
do tampdo de equilibrio. O fluxo da coluna foi ajustado em 60 mL.h™' e os
polissacarideos eluidos, passo a passo, com concentragdes crescentes de
NaCl (0,5; 0,7; 0,9; 1,2; 1,4 e 1,6 M) preparadas no mesmo tampao de
equilibrio, sendo coletadas fracbes de 1 mL. A presenca dos PS em cada
fracdo foi verificada através de ensaio metacromatico, como descrito por
Farndale et al (1986). Para isso, 200 uL de cada fracao foram adicionados a 1
mL do corante azul dimetil dimetileno (DMB), o qual reage na presenca de
sulfato, e a absorbancia determinada por espectrofotémetro, no comprimento
de onda de 525 nm. Este método colorimétrico quantifica os teores de sulfato

presentes nas amostras, possibilitando a estimativa do conteudo de PS.

3.5. Teste de Dubois

A presenca de acucar nas amostras foi detectada de acordo com o
ensaio colorimétrico proposto por Dubois et al. (1956). O teste foi realizado em
duplicata utilizando aliquotas de 50 pL das fracbes coletadas, as quais foram
incubadas por 30 minutos com 350 yL de agua destilada, 20 pyL de fenol

redestilado e 1 mL de &cido sulfurico concentrado. Apos incubagéo, a dosagem
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de carboidratos totais foi determinada por espectrofotdbmetro, no comprimento

de onda a 490 nm.

3.6. Ensaio de sobrevivéncia e ganho de peso apds estresse por hipdxia

temporaria

3.6.1. Aquisicao e manejo dos juvenis de Litopenaeus vannamei

Os exemplares de juvenis de L. vannamei, ja aclimatados em agua doce,
foram gentilmente cedidos pela Estagcdo de Piscicultura da Universidade
Federal do Ceara e transportados em sacos plasticos de 30 L com 2/3 de
oxigénio e 1/3 de &agua. Em nosso laboratério, os individuos foram
acondicionados em uma caixa d’agua de 500 L e, em seguida, um total de 128
camardes (1 a 2 g), foram estocados, aleatoriamente, em 16 aquarios de vidro
(32 L), com agua doce e aeragéo constante, na densidade de oito camardes

por aquario.

3.6.2. Delineamento experimental

Os PS obtidos na primeira extracdo da alga S. schroederi foram
administrados diariamente, via imersdo, em trés concentracdes distintas e um
controle (C = 0,0 mg.L", T1 =05 mg.L", T2 =1,0mg.L" e T3 = 2,0 mg.L"),
possuindo cada tratamento quatro repeticdes. A administracdo das doses foi
realizada por 33 dias, sendo o estresse induzido através da supressao

temporaria da aeracdo dos cultivos, por cinco horas, no 23°, 24° e 25° dia de
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experimento. O arragoamento dos camardes foi realizado, ad libitum, trés
vezes ao dia, sendo diariamente renovados 20% da agua dos aquarios para
remocao de dejetos e sobras de racdo. Dados de temperatura, pH, oxigénio
dissolvido e turbidez foram mensurados duas vezes por semana. A mortalidade
foi registrada diariamente e as biometrias realizadas quinzenalmente e no final
do experimento, onde todos os camardes foram individualmente pesados e

medidos.

3.6.3. Monitoramento dos polissacarideos sulfatados na agua dos

aquarios

A administracao diaria das doses foi realizada assumindo que, apés um
periodo de 24 horas, os PS tenham sido inteiramente absorvidos pelos
animais, nao havendo um acumulo do composto na agua. Esta suposicao foi
apoiada por um ensaio prévio, em que os resultados ndo sdo mostrados no
presente estudo, onde o monitoramento dos PS na agua dos aquarios foi
determinado através de um ensaio metacromatico, como descrito por Farndale
et al. (1986). Para isto, foram utilizados 2 aquarios (30L), com agua doce e
aeracao constante, contendo oito juvenis de camardo em cada um. Um dos
aquarios foi considerado como controle, enquanto no outro, foram
administrados, via imersdo, 2,0 mg.L" dos PS da alga S. schroederi. Em
seguida, uma aliquota de 200 ul da agua de cada aquario foi coletada e
adicionada a 1 mL de DMB, o qual, como ja citado anteriormente, reage na
presenca de sulfato. A absorbancia foi entdo determinada por

espectrofotobmetro, no comprimento de onda de 525 nm. Este procedimento foi
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repetido a cada hora, por um periodo de oito horas, sendo uma ultima leitura
realizada 24 horas apds a administracao dos PS. Vale ressaltar que a agua dos
aquarios foi homogeneizada antes de cada amostragem, buscando evitar uma
possivel precipitacdo do composto no fundo, ou cantos dos aquarios, sendo a
aliguota sempre coletada na regido central dos mesmos. Durante o
monitoramento foi possivel observar um decréscimo continuo da metacromasia
da agua do aquario administrado com os PS, chegando a zero 24 horas depois
da administragdo, evidenciando a suposicdo que os PS sao inteiramente
absorvidos pelos individuos, ao longo do dia. Por outro lado, no controle, como
ja esperado, nao foi detectada metacromasia em nenhuma leitura, devido a

auséncia dos PS na agua do aquario.

3.7. Ensaio de sobrevivéncia apos teste de estresse por choque salino

3.7.1 Aquisicao e manejo das pés-larvas de Litopenaeus vannamei

Cerca de 10.500 PL's de L. vannamei no estagio de PLi, foram
adquiridas do laboratério de larvicultura de camardo marinho Aquacrusta
Marinha Ltda, pertencente a fazenda de camardo Artemiza, localizada no
municipio de Acarau, Ceara. Os animais foram transportados em sacos
plasticos de 30 L, com 2/3 de oxigénio e 1/3 de agua na salinidade de 20 %.. Ja
em laboratério, apdés a aclimatacdo, as PL’s foram aleatoriamente estocadas
em trés aquarios de vidro (35 L), cada um correspondente a um tratamento, na

densidade de 100 PL’s.L™", com aeragéo continua e salinidade igual a presente
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nos sacos de transporte (20%o). O arragcoamento foi realizado quatro vezes ao

dia e a renovacao de 80% da agua dos aquarios foi feita diariamente.

3.7.2. Delineamento experimental

Os polissacarideos sulfatados foram administrados diariamente, por seis
dias, via imersdo, nas concentragdes 0,0 mg.L™" (T1), 2,0 mg.L" (T2) e 4,0
mg.L™" (T3). As dosagens utilizadas foram estabelecidas a partir do ensaio
realizado com juvenis de L. vannamei, onde um resultado mais efetivo foi
observado apés a administracdo de 2,0 mg.L™", como sera descrito no decorrer
do trabalho. Ja o tratamento 4,0 mg.L™" foi escolhido visando observar um
aumento, ou nado, na resisténcia das PL’s quando administradas com uma
maior dosagem. Apds o periodo de administracdo dos PS, as PL’s foram
submetidas ao teste de estresse por choque salino, de acordo com o descrito
por Tackaert et al. (1989). Para isso, um total de 100 PL’s de cada tratamento
foi transferido para beckers de vidro distintos, contendo 1 L de agua doce (0%o)
e aeragao suave. Depois de 1 hora, as PL’s foram transferidas para novos
beckers, com agua na salinidade original (20%.) €, ap6és 30 minutos, realizada a
contagem das sobreviventes. O experimento foi realizado em tetraplicata para
cada tratamento, sendo as PL’s descartadas, ap6és o término de cada
amostragem. Os individuos que nao foram submetidos ao teste de estresse
foram mantidos nos aquarios e, ap6s uma semana, o teste foi repetido, visando
verificar uma possivel agao prolongada dos PS, uma vez que 0s mesmos nao

estavam mais sendo ministrados na agua dos aquarios.
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3.8. Analises estatisticas

As analises dos dados foram realizadas com auxilio do programa
STATISTICA, versao 6.0, utilizando a analise de variancia com fator Unico
(ANOVA) no nivel de significancia de 5% e, posteriormente, o teste de Tukey,

guando encontrada diferenga significativa.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Extracao dos polissacarideos sulfatados

Foram realizadas trés extracoes consecutivas do extrato da alga parda
S. schroederi, totalizando um rendimento dos extratos brutos de 38,4%, sendo
a maior quantidade de PS encontrada na primeira incubacado (29%),

decrescendo nas demais (7,83% e 1,55%) (Fig. 4).
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Figura 4: Rendimento (%) dos extratos brutos da alga
marinha parda S. schroederi, nas diferentes incubagoes.

Um rendimento total superior foi obtido por Pontes (2005) na extracao
dos PS da alga vermelha S. filiformis (46,8%). No entanto, deve ser levado em
consideragcdo que cinco incubagdes foram realizadas pelo autor. Valores
intermediarios foram verificados para os extratos brutos da alga marinha
vermelha Gracilaria cornea (21,4%) (MELO et al., 2002) e das pardas
Sargassum polycystum (22,3%) (CHOTIGEAT et al., 2004) e Lobophora
variegata (28,4%) (ALENCAR, 2007). Enquanto rendimentos ainda menores
foram encontrados por Rodrigues e Farias (2005) e Bezerra-Neto (2005), para

as algas verdes Caulerpa racemosa (13%) e Caulerpa sertularioides (7,1%).
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Torres (2005) avaliou o rendimento dos PS extraidos da alga marinha
vermelha Champia feldmannii, utilizando duas metodologias distintas. Os
métodos de extracdo em CPC e etanol apresentaram rendimentos totais brutos
de 46,6% e 36,2%, respectivamente, para as quatro incubacgdes realizadas. Em
ambas as metodologias um maior rendimento foi detectado na segunda
incubacéo.

Assim como no presente estudo, outros trabalhos envolvendo a extracéo
de PS das algas marinhas vermelhas Solieria filiformis (PONTES, 2005),
Gracilaria caudata (ARAUJO, 2006), Halymenia sp. e Halymenia pseudofloresia
(RODRIGUES, 2006) obtiveram o maior rendimento na primeira extracao,
decrescendo nas demais incubacdes. Por outro lado, Pereira et al. (2006)
verificaram que os rendimentos obtidos da alga parda do género Sargassum
aumentaram a partir da primeira extracdo. Ja Alencar (2007), em estudo
realizado com alga parda Lobophora variegata, encontrou maior rendimento na
terceira incubacao, decrescendo nas demais.

Como é possivel observar, existe uma grande variacao nos rendimentos
de PS extraidos de algas marinhas. Tal fato pode ser atribuido tanto as
diferentes metodologias de extracdo, como a grande heterogeneidade dos PS

presentes nas varias espécies de algas.

4.2. Fracionamento em DEAE-celulose

Os perfis cromatograficos obtidos a partir das trés extracdes de PS da

alga parda S. schroederi, em coluna de DEAE-celulose, podem ser observados

na Figura 5.
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Figura 5: Cromatografia em DEAE-celulose dos PS da alga parda Spatoglossum schroederi
obtidos, subsequentemente, a partir da 12 (A), 22 (B) e 32 (C) extragédo. Os teores de sulfato
e de aclcar nas fragbes coletadas foram determinados, respectivamente, por ensaio

metacromatico (FARNDALE et al. 1986) e pelo teste de Dubois (DUBOIS et al. 1956).
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Na primeira extracdo foram eluidas quatro fragdes com 0,5; 0,7; 0,9 e
1,2 M de NaCl (Fig. 5A). Na segunda extragao, apenas trés picos foram eluidos
com 0,5; 0,7 e 1,2 M de NaCl, estando ausente a fracdo 0,9 M (Fig. 5B). Ja na
terceira, cinco fracdes foram obtidas, 0,5; 0,7; 0,9; 1,2 e 1,6 M de NaCl, sendo
a Unica a apresentar um pico com 1,6 M (Fig. 5C). Maiores quantidades de
sulfato (metacromasia) e de agucar foram verificadas na fracao F1 (0,5 M) nas
trés extragdes realizadas. Entretanto, enquanto a fragdo F1 da primeira
extracao foi a mais metacromatica, a da segunda apresentou um maior teor de
carboidratos.

Rodrigues (2007) também encontrou quatro e trés picos,
respectivamente, na primeira e segunda extragcao dos PS da alga vermelha
Halymenia sp. Entretanto, apenas trés fracées foram constatadas pelo autor na
terceira incubacao, sendo a maior atividade metacromatica detectada na F2
(0,7 M) da mesma. Ja para espécie H. pseudofloresia, 0 autor encontrou cinco,
quatro e trés picos, respectivamente, sendo a F2 (0,7 M) da segunda
incubacdo a com maior metacromasia.

Alencar (2007) realizou cinco incubacdes do extrato bruto da alga parda
L. variegata, verificando seis picos em cada. As fragdes eluidas com 0,5 e 0,7
M de NaCl foram as mais metacromaticas, sendo a eluida com 0,7 M maior na
primeira e segunda extracdo e a com 0,5 M maior na terceira e quinta. A
metacromasia das fragdes eluidas com 0,5 e 0,7 M de sal foi praticamente igual
para a quarta incubagéo.

Ja Torres (2005) observou que o fracionamento dos PS presentes nas
quatro incubacgdes, dos dois métodos avaliados, resultaram em fracdes eluidas

nas concentragbées de 0,7; 0,9; 1,2 e 1,4 M de NaCl. Entretanto, as
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cromatografias apresentaram diferentes perfis metacromaticos, que variaram
de acordo com a incubacao e o método de extracao utilizado.

No presente trabalho foi constatado uma diferengca marcante nos perfis
metacromaticos obtidos das diferentes extracbes do extrato bruto de S.
schroederi, principalmente ao que se referente a quantidade de fracées obtidas
e intensidade da atividade metacromatica. Resultados semelhantes foram
observados no fracionamento dos PS das algas marinhas verdes C.
sertularioides (BEZERRA-NETO, 2005) e C. racemosa (RODRIGUES; FARIAS
2005), e da vermelha S. filiformes (PONTES, 2005).

Em estudos anteriores com a mesma alga, os PS foram fracionados por
Leite et al. (1998), através de cromatografia de troca ibnica, utilizando 0,15; 0,3;
0,5; 0,7; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0 M de NaCl. O conteudo de acucar diferiu
significativamente entre as fracoes, sendo todas compostas por acido urénico,
fucose e xilose, em diferentes propor¢des. Assim como no presente trabalho, o
pico com maior conteudo de acucar total foi observado na fracao eluida em 0,5
M de NaCl. Segundo Leite et al. (1998), o &cido urdnico, neste caso identificado
como &cido alginico, € o principal agucar presente nos polimeros eluidos em
0,5 e 0,7 M. Por outro lado, as fragdes eluidas em 1,0 e 1,5 M apresentaram
maior quantidade de xilose, enquanto as eluidas em 2,0 e 3,0 M de fucose e
sulfato. A xilofucoglucorona sulfatada purificada pelos autores foi eluida em 1 M
de NaCl, representando mais de 20% do total de polissacarideos &cidos
presentes no extrato bruto da alga.

Embora no presente ndo tenha sido realizada a caracterizagcdo dos
acucares especificos presentes em de cada fragdo, considera-se, a partir dos

resultados apresentados acima, que as fracées eluidas em 0,5 M de NaCl
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talvez possam ser compostas, principalmente, por acido urbnico, sendo as

demais por xilose, fucose e sulfato.

4.3. Eletroforese em gel de agarose

A eletroforese dos polissacarideos totais presentes nos extratos brutos
(Fig. 6) revelou, para as trés extragdes realizadas, a migracao de trés bandas
metacromdticas, com mobilidade eletroforética distintas, corroborando com
Rocha (2002), o qual sugere que a alga parda S. schroederi seja composta por
trés fucanas principais, denominadas de fucanas A, B e C. O mesmo padrao de

migracao foi observado por Rocha et al. 2005b.

origem
1 o 2 [o] 3 [e]
extracoes

Figura 6: Eletroforese em gel de agarose
dos polissacarideos sulfatados totais

presentes nas trés extracdes realizadas.

Entretanto, segundo Leite et al. 1998, a combinag&o dos resultados do
fracionamento em coluna de troca ibnica e da eletroforese em gel de agarose
indicam que a alga S. schroederi contém quatro polissacarideos acidos

principais, com mobilidade distinta, sendo eluidos em diferentes concentracdes
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de NaCl. Porém, vale ressaltar que o método de extracdo utilizado pelos
autores nao foi o mesmo do presente trabalho.

Apesar das trés extragdes apresentarem, aparentemente, o mesmo
conteudo de PS, a intensidade metacromatica das bandas diminuiu ao longo
das incubacdes, resultando em bandas mais definidas (Fig. 6). Este fato
sugere que o grau de complexidade dessas moléculas possa estar diminuindo
no decorrer das extracdes, o que pode ser bastante (til para a caracterizacao
estrutural desses compostos, considerando a complexidade e heterogeneidade
dessas moléculas (FARIAS et al. 2002).

Considerando a similaridade do perfil metacromatico dos PS presentes
em cada uma das extracdes, sugere-se que, em estudos futuros, o material
extraido nas trés incubacdes seja agrupado, buscando um melhor rendimento

dos PS presentes na alga.

4.4. Ensaio de sobrevivéncia e ganho de peso apds estresse por hipoxia

temporaria

4.4.1. Parametros abidticos da dgua de cultivo

Durante todo o periodo experimental, os valores médios de temperatura,
pH e oxigénio dissolvido foram, respectivamente, 27,5 £ 0,61°C, 7,63 + 0,27 e
45 + 0,73 mg.L", permanecendo dentro dos limites recomendados para o
cultivo de L. vannamei (BARBIERI; OSTRENSKY, 2002).

Os dados de turbidez, que no inicio estavam préximos de O,

aumentaram gradativamente no decorrer do experimento, chegando a 15
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durante o periodo de supressao parcial da aeracado. Os valores mais elevados

foram observados nos aquarios com grande mortalidade de individuos.

4.4.2. Sobrevivéncia média (%) dos animais ao longo do experimento

A Figura 7 mostra a sobrevivéncia média diaria dos individuos de cada

tratamento, ao longo do experimento.
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Figura 7: Sobrevivéncia (%) média (x DP) diaria dos juvenis de L. vannamei, de
cada tratamento, submetidos a estresse por hipdxia, realizado no 23°, 24° e 25°
dia de experimento.

Como podemos observar na Figura 8, ndo foram encontradas diferengas
significativas entre os quatro tratamentos analisados, nas quatro primeiras
semanas experimentais.

No entanto, apds a segunda biometria, 14° dia, foi observado o inicio do
declinio na sobrevivéncia média dos individuos do controle (Fig. 7). Esta queda
€ explicada devido a mortalidade de todos os individuos de uma unica réplica,
explicando, desta forma, o grande desvio padrdao observado para o tratamento

controle no 21°dia (Fig. 8).
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Apés os episddios de supressao parcial da aeracao, realizados no 23°,
24° e 25° dia, foi observado um declinio na sobrevivéncia de todos os
tratamentos analisados (Fig. 7). Entretanto, na quarta semana, apesar de nao
detectada diferenca estatistica entre os tratamentos, os valores médios de
sobrevivéncia podem ser considerados marginalmente significativos
(p=0,1488), sendo possivel observar uma tendéncia crescente da
sobrevivéncia média em relacdo ao aumento das dosagens testadas, no 28°
dia (Fig. 8). Maiores quedas foram registradas na sobrevivéncia do controle
(25%) e T1 (34,37%), valores intermediarios no T2 (56,25%) e um menor

declinio no T3 (68,75%).
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Figura 8: Sobrevivéncia (%) média (tDP) semanal dos juvenis de L. vannamei, de
cada tratamento, submetidos a estresse por hipoxia, realizado no 23°, 24° e 25° dia
de experimento. Letras diferentes sobre as barras indicam diferenca significativa
(p<0,05) entre os tratamentos.

Ap6s a quarta semana, a sobrevivéncia dos animais em todos os
tratamentos declinou ainda mais (Fig. 8), provavelmente devido a intensificacao
do estresse causado pela terceira biometria, realizada no 28° dia. Depois deste

periodo, foi observado, além das altas taxas de mortalidade, falta de apetite,
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comportamento letargico e aparecimento de regides melanizadas na carapaca
dos camardes. Além disso, a qualidade da agua dos aquarios foi visivelmente
alterada, apresentando colorag&o turva e mau cheiro. Entretanto, foi observado
que os camardes do T3 apresentaram atividade aparentemente maior, com
individuos portando pouca, ou nenhuma, melanizacao na carapaca.

No final do experimento, 33° dia, foi detectada uma diferenca
significativa na sobrevivéncia dos quatro tratamentos (F=5,968; p=0,0114) (Fig.
8). O teste de Tukey indicou que a sobrevivéncia média dos camardes
submetidos & dose de 2 mg.L" (37,5%) foi significativamente superior que as
verificadas para o controle (3,12%), 0,5 mg.L™" (3,12%) e 1,0 mg.L" (9,37%).
Novamente, foi possivel observar uma tendéncia crescente na sobrevivéncia
média dos individuos, em relacdo ao aumento da dosagem administrada.

Vale ainda ressaltar que os camardes foram cultivados em agua doce,
representando um fator adicional de estresse aos individuos. Este fato se deve
ao camardao L. vannamei, durante a fase juvenil, apresentar o seu ponto
isosmotico em aguas com salinidade entre 18 e 22 %., ndo gastando energia no
processo de osmoregulacdo. Dessa forma, quando criados em agua doce
necessitam de um maior gasto energético para a regulacdo osmotica
adequada, o que resulta na debilitagdo dos animais, facilitando a contaminagéao
por patégenos causadores de doencas (BARBIERI; OSTRENSKY, 2001).

As altas taxas de mortalidade, o comportamento moribundo e o
aparecimento de lesbes melanizadas, apds o periodo de estresse, podem ser
considerados sinais caracteristicos de infecgbes bacterianas em geral,

especialmente as vibrioses.
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Segundo Aguirre-Guzman et al. (2001), as vibrioses sao classificadas
como infeccdes secundarias e oportunistas, atacando todos os estagios de vida
do camardo. Problemas com vibriose ocorrem quando ha condicées de
estresse no sistema de cultivo, tais como: diminuicdo de oxigénio, densidade
de estocagem excessiva, manuseio inapropriado do estoque, lesées na
cuticula dos camardes, subalimentagao, e altas concentracdes de compostos
nitrogenados no ambiente de cultivo.

O processo de infeccao da vibriose pode ser cuticular, entérico
(intestinal) e sistémico (envolvendo varios 6rgaos). Quando localizada,
apresenta lesbes melanizadas na carapaca e/ou abscessos pontuais no
hepatopancreas. O impacto da vibriose é variavel, podendo, em alguns casos,
pode alcancar até 70% da populagao cultivada. Na vibriose crbénica, camardes
mortos ou moribundos podem ser canibalizados rapidamente, contaminando
outros individuos da populacdo (SAULNIER et al., 2000). Este comportamento
foi observado durante o experimento, podendo ser a causa da grande e
acentuada mortalidade verificada.

Rodrigues (2006) também encontrou um aumento significativo na
sobrevivéncia de camardes L. vannamei submetidos & imersdo (1,0 mg.L™),
com os PS da alga marinha vermelha H. pseudofloresia, durante o periodo de
supressao da renovacao da agua dos cultivos.

De acordo com Le Moullac et al. (1998), camardes Litopenaeus
stylirostris expostos por 24 horas a condicdes severas de hipoxia,
1 mg.O.mL™", apresentaram maior mortalidade (48%), quando contaminados

com o V. alginolyticus, em relacdo ao controle (32%).
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Chotigeat et al. (2004) relataram um aumento da sobrevivéncia de
camarao P. monodon, infectados pelo virus causador da mancha branca, apés
a administracdo oral do fucoidam extraido da alga parda S. polycystium. O
controle da infeccdo pelo WSSV ja havia sido reportado para o camarao
Marsupenaeus japonicus, submetidos a dietas contendo outro fucoidan, da alga
parda Cladosiphon okamuranus (TAKAHASHI et al., 1998).

Maiores sobrevivéncias também foram observadas por Huang et al.
(2006) em camarbes F. chinensis, infectados pelo V. harveyi, quando
alimentados com dietas suplementadas com PS extraido da alga parda S.
fusiforme.

Cheng et al. (2004 e 2005) avaliaram a eficiéncia da administracao de
alginato de sodio, sal do acido alginico extraido de algas pardas, via injecao e
suplementado na dieta, respectivamente, em camarbes L. vannamei
contaminados pelo V. alginolyticus. Os autores verificaram que a sobrevivéncia
dos camarbes de todos os tratamentos contendo alginato de sdédio foram
significativamente superiores as do controle.

Yeh et al. (2006) e Fu et al. (2007) analisaram a eficiéncia de diferentes
métodos de administragdo do exirato quente da alga parda Sargassum
duplicatum e da vermelha Gelidium amansii, respectivamente, em camardes L.
vannamei infectados por V. alginolyticus. Em ambos os trabalhos, a
sobrevivéncia e os parametros imunologicos avaliados, de todos os métodos
de administracdo, foram significativamente maiores em relacdo ao controle,
comprovando a habilidade dos compostos de elevar a imunidade e a

resisténcia contra infecgdo do V. alginolyticus.
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Como é possivel observar, diversos trabalhos vém relatando a eficiéncia
da administracao dos PS de algas marinhas pardas, no aumento da resisténcia
de camardes em situacdes de estresse ou de contaminacao por patdégenos. No
presente trabalho, a administracdo dos PS da alga marinha parda S.
schroederi, em juvenis de L. vannamei, via imersdo, na concentracdo de 2
mg.L™", resultou em um aumento significativo da sobrevivéncia dos camardes
submetidos a condi¢do de estresse por hipoxia, sugerindo um possivel efeito
imunoestimulante deste composto, o qual merece ser investigado em estudos

posteriores.

4.4.4, Biomassa média (g)

A Figura 9 mostra a variagdo quinzenal da biomassa média dos
individuos de cada tratamento, ao longo do experimento.

Nao foram verificadas diferencas significativas entre os tratamentos, nas
trés primeiras biometrias realizadas (Fig. 9). Entretanto, a partir da segunda,
foi observado um declinio na biomassa média do controle e do T1. Esta
tendéncia se intensificou apds o inicio da indug¢dao do estresse, no 23° dia de
experimento. Este fato pode ser explicado pela maior mortalidade dos
individuos registrada para estes tratamentos. Ja o0 aumento da biomassa média
verificado para o T2 e T3, no mesmo periodo, pode ser atribuido ao
crescimento dos camardes e as menores taxas de mortalidade verificadas.

ApoGs a terceira biometria, foi constatada uma reducdo na biomassa
média de todos os tratamentos, devido o aumento da mortalidade decorrente

do estresse causado pelos periodos de supressao parcial da aeracao, o qual
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foi intensificado pelo manejo dos camardes durante a biometria, realizada no
28° dia.
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Figurante 9: Biomassa (g) média quinzenal (tDP) dos juvenis de L. vannamei, de
cada tratamento. Letras diferentes sobre as barras indicam presenca de diferenga
significativa (p<0,05) entre os tratamentos.

No final do experimento, um valor médio significativamente maior
(F=8,919; p=0,0022) foi encontrado para o T3 (11,85 g), quando comparado
aos valores dos tratamentos controle (0,81 g), T1 (0,86 g) e T2 (2,58 g) (Fig. 9).
Este comportamento das médias foi similar ao encontrado para os valores de

sobrevivéncia final, indicando uma ja esperada relacao entre estes parametros.
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4.4.5. Crescimento médio em peso (g) e comprimento (mm)

As tendéncias de crescimento médio, no periodo experimental, foram de
acordo com as esperadas para a espécie, nao sendo detectadas diferencas
significativas entre os tratamentos, nas quatro biometrias realizadas, tanto para
peso, como para comprimento (Fig. 10 e 11).

Apesar da auséncia de diferenca significativa entre as médias de peso e
comprimento entre os tratamentos, os camardes submetidos a dose de 2 mg.L"
! apresentaram a maior atividade e consumo alimentar, em comparagdo aos

outros tratamentos, mesmo durante o periodo de estresse, e uma maior

uniformidade entre os individuos, no final do experimento (Fig. 10 e 11).
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Figura 10: Peso (g) médio (xDP) quinzenal dos juvenis de L. vannamei, de cada
tratamento. Letras iguais sobre as barras indicam auséncia de diferenga significativa
(p<0,05) entre os tratamentos.



62

85

[[57] ¢ - controle
A4 11-0,5 mg/L a a
T sol LEJT2-10mon aa T
E [ 13-2,0mgL a a a
o a ] 7R
5 75} %% i 7
‘0
£
S 70} iz
c
Q
£ a a R a
S 65
£ %?
o
© 60}
a a
a a
| %ﬁi
50
1 2 3 4

Biometria

Figura 11: Comprimento (mm) médio (tDP) quinzenal dos juvenis de L. vannamei, de
cada tratamento. Letras iguais sobre as barras indicam auséncia de diferenca significativa
(p<0,05) entre os tratamentos.

Rodrigues (2006) e Barroso et al. (2007) também n&o encontraram
diferenca significativa em relacdo ao ganho de peso em juvenis e pés-larvas de
L. vannamei, tratados com PS, via imersao, extraidos das algas marinhas
vermelhas H. pseudofiloresia e B. occidentalis, respectivamente.

Em outro estudo, dietas suplementadas com PS da alga marinha parda
S. fusiforme, nas concentracées 0%, 0,5%, 1,0% e 2,0%, foram ofertadas por
14 dias a camarbes F. chinensis contaminados pelo V. harveyi. Nao foi
encontrada diferenca significativa em relagcdo ao ganho de peso final entre os
individuos dos tratamentos testados (HUANG et al., 2006).

Por outro lado, Montero-Rocha et al. (2006) encontraram pesos e
comprimentos significativamente maiores em L. vannamei alimentados, por 15
dias, com racao suplementada com 0,5% de Ergosan, produto algal contendo
1% de &cido alginico. Um efeito similar foi constatado por Cruz-Suarez et

(2000) e Riviera et al. (2002) quando incluido 2 e 4% e 10%, respectivamente,
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de farinha da alga marinha parda Macrocystis pyrifera em alimento peletizado
para camardes. Um maior crescimento também foi verificado por Sung et al.
(1994) em camarbes P. monodon alimentados com 3-1,3/1,6-glucana.

Boonyaratpalin et al. (1993) reportaram que o camardo P. monodon
alimentado com racdo suplementada com 0,01% de peptidoglicana
apresentaram melhor crescimento e taxa de conversao alimentar, que aqueles
alimentados com a dieta controle. O mesmo efeito ndo foi observado com a
suplementacao de 0,1% do composto.

Apesar da obtencao de individuos mais resistentes as enfermidades ser
o principal propésito da imunoestimulagdo na carcinicultura, um maior
incremento no crescimento e/ou conversao alimentar podem ser considerados
efeitos adicionais relevantes para a atividade. De acordo com os trabalhos
citados acima, crescimentos significativamente maiores foram verificados
quando os compostos foram incorporados a dieta, corroborando com o
proposto por Bricknell e Dalmo (2005) e Van de Braak (2002), os quais
descrevem este método como o mais eficiente na absorcdo dos
imunoestimulantes. Desta forma, sugere-se que um possivel resultado positivo,
em relagdo ao crescimento, possa ser obtido através da incorporacdo do
extrato bruto ou dos PS da alga marinha parda S. schroederi, na ragao de

camarao L. vannamei.
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4.5. Ensaio de sobrevivéncia apos teste de estresse por choque salino

4.5.1. Sobrevivéncia média (%)

Os PS da alga parda S. schroederi foram administrados por seis dias,
via imersdo, em duas concentragdes distintas e uma controle (0,0 mg.L", 2
mg.L" e 4 mg.L"), as PL’s de camardo L. vannamei. Apés este periodo, foi
realizado o teste de estresse por choque salino, com quatro repeticbes
consecutivas para cada tratamento.

Em decorréncia do suposto encerramento do experimento, as PL’s que
nao foram submetidas ao estresse salino permaneceram durante quatro dias
sem alimentacdo e renovacdo da agua. Apds este periodo, foi observada a
mortalidade total dos exemplares do aquario controle, enquanto os animas
tratados com PS apresentaram grande sobrevivéncia. A partir deste episédio e
de uma possivel correlacdo com a administracdo dos PS, surgiu a idéia de
repetir 0 ensaio com as sobreviventes, apds uma semana, buscando verificar o
tempo de acao e um possivel efeito prolongado do composto, que néo foi mais
administrado. A partir de entdo, os cuidados padrées com a alimentacédo e
renovacao de agua foram retomados.

Os tratamentos foram chamados de C, T1, T2 e de C’, T1’, T2,
respectivamente, para o primeiro € o segundo periodo amostral.

A Andlise de Variancia Univariada (ANOVA) detectou diferenca
significativa (F=63,71; p < 0,01) na sobrevivéncia média entre os tratamentos
da primeira amostragem e, também, destes em relacdo aos da segunda

amostragem (Fig. 12).
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Fig 12: Sobrevivéncia (%) média (+tDP) das PL's de L. vannamei, de cada
tratamento, submetidas a estresse por choque salino, na primeira e segunda
amostragem. A primeira amostragem foi realizada apés seis dias ininterruptos de
administracdo dos PS. Enquanto a segunda, uma semana depois de encerrado o
periodo de administracdo do composto. O tratamento controle da segunda
amostragem (C’) ndo é observado no grafico, pois neste foi registrado a
mortalidade total dos individuos. Letras diferentes sobre as barras de indicam
presencgas de diferenga significativa (p<0,05%) entre os tratamentos.

Na primeira, de acordo com o Teste de Tukey, a sobrevivéncia média
dos individuos administrados com a dose intermediaria de 2 mg/L (58,25%) foi
significativamente superior (p=0,004) a do controle (34%), ndo apresentando
diferenca significativa em relacao a maior dosagem testada (48,75%). Embora
a sobrevivéncia média do T2 tenha sido superior ao controle, nao foi detectada
diferenca significativa entre os dois tratamentos (Fig. 12).

Ja na segunda amostragem, néo foi encontrada diferenca significativa na
sobrevivéncia média dos tratamentos T1’' (77,25%) e T2’ (87,25%), uma
semana apds a aplicagdo dos PS (Fig. 12). Entretanto, um aumento

significativo foi observado na sobrevivéncia tanto do T1’ (p=0,031), como do T2’

(p=0,0001), em relacdo ao primeiro periodo amostral, sugerindo um possivel
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efeito prolongado para o composto (Fig. 12). Este aumento foi ligeiramente
superior para o tratamento T2’, podendo estar relacionado ao fato de dosagens
mais elevadas possuirem um maior periodo residual, permanecendo no
organismo dos camardes por mais tempo.

Barroso et al. (2007) avaliaram a sobrevivéncia de PL’s de L. vannamei
submetidas a imersdo, nas concentracées 0,5 ug.L™", 1,0 ug.L" e 1,5 yg.L™, em
solugdes contendo PS das algas vermelhas B. occidentalis. O autor também
verificou uma sobrevivéncia significativamente superior no tratamento referente
a dose intermediaria de 1,0 pg.L™.

Por outro lado, Sung et al. (1994) verificaram que camarbes P.
monodom submetidos a imersdes com a maior dose de B-1,3 glicana testadada
(2,0 g.L"), apresentaram menor resisténcia & vibrioses, sugerindo um efeito
imunossupressor ao dosagem. Resultados similares foram reportados por
Boonyaratplain et al. (1993) e Huang et al. (2006) onde a administracao oral de
dosagens elevadas de peptidoglicana (0,1%) e do extrato de PS da alga parda
S. fusiforme (2,0%), respectivamente, causaram a inibicdo das respostas
imunes em camardes P. monodon e F. chinensis.

Em relacdo ao periodo de administracdo, resultado semelhante foi
obtido por Itami et al. (1998), os quais intercalaram periodos de sete dias
administrando dieta contendo 0,2% de peptidoglicana, com outros sete,
ofertando racdo comum. Apéds 65 dias de experimento, os autores reportaram
um aumento significativo na resisténcia de camardées M. japonicus, a infeccao
por V. penaeicida.

Sung et al. (1994) e Dugger (1999) relatam que a administracdo de

dietas contendo B-1,3 glicana, duas vezes por semana, € suficiente para
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manter uma ativacao celular étima do sistema imune de crustaceos. Por outro
lado, segundo Campa-Cérdoba et al. (2002), apenas uma exposi¢ao de 6 horas
em B-1,3 glicana ou de 3 horas em laminarina, extraida da alga parda
Laminaria digitata, foram suficientes para ativar respostas imunolégicas em
camardes L. vannamei.

Sung et al. (1996) observaram que o aparente efeito benéfico das
imersdes com B-glicana ou em vibrio bacteriano durou no maximo 24 horas,
retornando, apds este periodo, a niveis similares ao do controle. Por outro lado,
Raa (2000), revisando trabalhos de diversos autores, discute que o aumento da
resisténcia contra o V. vulnificus pode durar de 2 a 3 semanas ap6s uma unica
administracdo de -1,3/1,6 glucana, em PL’s de camarao.

Como é possivel observar, existe uma grande discrepancia em relacao
aos resultados referentes a dosagem ideal e ao tempo de administracao e de
acao dos compostos, sendo estes fatores fundamentais para a obtencao de
resultados satisfatorios na imunoestimulagéo de crustaceos.

No presente ensaio, apenas seis dias de administragcéo, via imersao, dos
PS foram suficientes para uma aparente imunoestimulacdo das PL’s de
camarao L. vannamei, com este efeito se prolongando por uma semana. Os
resultados indicam, ainda, a auséncia de uma dose-dependéncia, ndo sendo
evidenciado uma correlagdo entre o aumento da sobrevivéncia e 0 aumento da
dosagem (4 mg.L™).

Assim como no ensaio com juvenis, o tratamento referente a dosagem
de 2 mg.L™" apresentou resultados mais efetivos em relagdo a sobrevivéncia
média dos individuos, podendo indicar uma suposta presenca de propriedades

imunoestimulantes neste composto. No entanto, apesar do efeito positivo
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constatado, estes resultados devem ser considerados preliminares. Sendo
assim, deve-se dar continuidade ao estudo, buscando otimizar o tempo e
método de administracdo, a dose ideal a ser empregada e os mecanismos de
acdo dos PS. E de fundamental importancia ainda, se comprovar a eficiéncia
imunoestimulante do composto através da avaliacdo de parametros hemato-
imunolégicos comumente empregados em crustaceos, como: contagem total
de hemdcitos, indice fagocitico, tempo de coagulacao da hemolinfa, atividade

da enzima PO, producao de espécie ativas de oxigénio, entre outros.
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5. CONCLUSOES

1. Podem ser realizadas trés incubagdes do extrato bruto da alga marinha
parda S. schroederi, com um rendimento total de 38,4%, sendo o mais

efetivo o da primeira incubacao (29%).

2. O fracionamento em coluna de troca ibnica mostrou uma grande
diferenga no perfil metacromatico entre os PS extraidos nas distintas
incubagdes, com maior metacromasia e quantidade de acucar verificada

na fracdo F1 (0,5 M), das trés extracdes realizadas.

3. De acordo com a eletroforese em gel de agarose, o conteido dos PS
presentes no extrato das trés incubacdes €, aparentemente, o mesmo,
apresentando trés bandas metacromaticas de migracdo eletroforética

distintas.

4. A administracao via imersdo dos PS da alga parda S. schroederi nao
influiu  significativamente no crescimento médio, em peso (g) e
comprimento (mm), dos juvenis de camardao L. vannamei. Ja a
sobrevivéncia média foi estatisticamente superior para os individuos

administrados com a dose 2 mg.L™".

5. O aparente efeito protetor dos PS ndo se mostrou dose-dependente, ndo
sendo observado um aumento significativo na sobrevivéncia média de

PL’s de L. vannamei, com o aumento da dosagem empregada (4mg.L™).
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A sobrevivéncia dos individuos administrados com as doses 2 mg.L" e 4
mg.L™" aumentou significativamente, apds um intervalo de uma semana,

indicando um possivel efeito prolongado do composto.

A partir dos resultados obtidos em ambos os ensaios, conclui-se que a
administracdo, via imersdo, da dose 2 mg.L" foi a mais efetiva,
promovendo uma maior resisténcia aos individuos quando submetidos a
condicoes de estresse, sugerindo um possivel efeito imunoestimulante

ao composto.
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