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RESUMO

A aquicultura ocupa cada vez mais espaco no cenario mundial, em virtude do avango
tecnologico e do aumento da demanda por proteina animal, consolidando-se como a atividade
que mais cresce no agronegécio. Por outro lado, existe a possibilidade do desenvolvimento de
enfermidades ao longo do cultivo, bem como, causar impactos no meio ambiente, com o
lancamento de compostos organicos na agua, eutrofizando o ecossistema aquatico. Diante
deste cenario, as cianobactérias como a Arthrospira platensis, surgem como um forte aliado
dos produtores, seja para absorcdo de compostos organicos e tratamento de efluentes, seja
pela produgdo de compostos que apresentam atividade bioldgica, promovendo o bem-estar
dos animais cultivados. Assim, o objetivo desse estudo foi produzir A. platensis em efluente
de cultivo da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), extrair e avaliar o efeito
imunomodulador dos polissacarideos sulfatados (PS) em juvenis de Penaeus vannamei. Os
PS foram obtidos a partir de um extrato aquoso quente ¢ administrados por meio de banhos de
imersdo em juvenis de P. vannamei, nas concentracdes de 0, 60, 120 ¢ 240 mg L. Apds a
imersdo, foi realizada a contagem total de hemocitos (THC) e verificada a concentragdo de
proteinas totais da hemolinfa (CP) e atividade das enzimas fenoloxidase (PO) e a2-
macroglobulina no soro. Apds a avaliagdo dos imunoparametros, verificou-se que na
concentragdo de 120 mg L ocorreu a melhor atividade imunoestimulante. Esta concentragdo
foi utilizada para se observar a reagao dos parametros imunologicos quando expostos ao
tempo 0 (sem exposi¢do), 45, 90, 135 e 180 minutos, bem como a atividade antimicrobiana
contra Vibrio alginolyticus. A microalga mostrou um bom desenvolvimento dentro do sistema
de producdo organico. Foram extraidos 19,85 g de PS, com um rendimento de 8,5% da
biomassa utilizada. Durante o fracionamento dos PS foram observados duas fracdes
majoritarias com 0,5 e 1,2 M de NaCl. Apds trés horas de imersao em diferentes
concentragdes de PS, os imunoparametros apresentaram um aumento gradativo a medida que
se elevava a concentragdao dos PS. Ainda, a estimulagdo do sistema imunologico dos camardes
ocorreu com 90 e 135 minutos de exposi¢do aos PS. A enzima fenoloxidase atingiu sua
atividade méxima (72,33 Umin'mg"') com 135 minutos de exposicdo, seguida de um
aumento da atividade da enzima a2-macroglobulina com 180 minutos. O soro dos animais
coletados com 90 e 135 minutos foi mais efetivo em inibir o desenvolvimento de V.
alginolyticus, sendo necessarios apenas 1,51 + 0,08 ¢ 1,59 + 0,02 mg mL™"' de proteinas para
combaté-lo. Os resultados obtidos nos demais tempos nao diferiram do tempo zero. Assim,
conclui-se que os PS de A. platensis foram capazes de ativar o sistema imunoldgico dos
camardes logo apos 90 minutos de exposicdo, como também contribuiram para aumentar a
atividade antibacteriana do soro dos animais.

Palavras-chave: Penaeus vannamei, Arthrospira platensis, polissacarideos sulfatados,
imunoestimulacao



ABSTRACT

Aquaculture takes up more and more space on the world stage, as a result of technological
advances and increased demand for animal protein, consolidating itself as the fastest growing
activity in agribusiness. On the other hand, there is the possibility of the development of
illnesses over the cultivation, as well as impact on the environment, with the release of
organic compounds in water, eutrophicating aquatic ecosystem. Given this scenario,
microalgae Arthrospira platensis, as to appear as a strong ally of the producers, whether for
absorption of organic compounds and treatment of effluents, is for the production of
compounds that exhibit biological activity, promoting the welfare of farmed animals. Thus,
the objective of this study was to produce. platensis cultivation sewage Nile tilapia
(Oreochromis niloticus), extract and evaluate the immunomodulatory effect of sulfated
polysaccharide (PS) in juvenile Penaeus vannamei. The PS were obtained from a hot aqueous
extract and administered through immersion baths in juveniles of P. vannamei, at
concentrations of 0, 60, 120 and 240 mg L. After soaking, the total count of hemocytes
(THC) and checked the concentration of total proteins (CP) and activity of enzymes
fenoloxidase (PO) and a2-macroglobulina. After the evaluation of the imunoparametros, it
was found that the concentration of 120 mg L the best immunostimulating activity. This
concentration was used to observe the reaction of immunological parameters when exposed to
the weather (no exposure) 0, 45, 90, 135 and 180 minutes, as well as the antimicrobial activity
against Vibrio alginolyticus. The microalgae showed a good development within the organic
production system. Were extracted 19,85 g PS, with a yield of 8,5% of the biomass used.
During the fractionation of PS were observed two fractions with 0,5 and 1,2 M majority of
NaCl. After three hours of immersion in different concentrations of PS, the imunoparametros
showed an increase gradually as amounting to concentration of PS. Still, stimulation of the
immune system of shrimp took place with 90 and 135 minutes of exposure to the PS. The
fenoloxidase enzyme reached its maximum activity (72,33 Umin" mg") with 135 minutes of
exposure, followed by an increase of the a2-macroglobulina enzyme activity with 180
minutes. The serum of animals collected with 90 and 135 minutes was more effective in
inhibiting the development of V. alginolyticus, and needed only 1,51 + 0,08 and 1,59 + 0,02
mg mL™" of proteins to fight it. The results obtained in other times did not differ from time
zero. Thus, it is concluded that the PS of 4. platensis were able to activate the immune system
in shrimp shortly after 90 minutes of exposure, but also contributed to increase the
antibacterial activity of the serum of animals.

Keywords: Penaeus vannamei, Arthrospira platensis, sulphated polysaccharides,
Immunoestimulation.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas trés décadas (1980-2010) a produgdo proveniente da aquicultura se
expandiu cerca de 12 vezes em comparagdo a producdo inicial, com uma taxa média de
crescimento anual de 8,8% (FAO, 2012).

A produgdo aquicola mundial alcangou seu apice em 2010, produzindo 79
milhdes de toneladas quando gerou uma receita de US$ 125 bilhdes. Assim, em torno de 600
espécies sao cultivadas em 190 paises, em uma diversidade de sistemas de produc¢ado, grau de
intensificacdo e aparatos tecnologicos, gerando emprego para cerca de 660 a 820 milhdes de
pessoas em todo o mundo, algo em torno de 10 a 12% da populacdo mundial (FAO, 2012).
Segundo a FAO (2010), esta atividade vem crescendo em todo o mundo e a China continua
sendo responsavel pelas maiores produgdes.

Com o intuito de aumentar a producdo, os cultivos foram cada vez mais
intensificados, levando os organismos a condi¢des de estresse o que facilita o surgimento de
doencas oportunistas, causadas por bactérias e virus podendo resultar, no caso dos ultimos,
em grandes mortalidades (NUNES; MARTINS; GESTEIRA, 2004; BARRACCO;
PERAZZOLO; ROSA, 2014).

A intensificag¢ao dos cultivos, em todos os empreendimentos aquicolas, aumenta a
carga de compostos organicos que, uma vez dissolvidos na agua, elevam os niveis de
nutrientes de facil assimilagao por organismos fotossintetizantes. Dessa forma, o langamento
de efluentes da aquicultura intensiva pode resultar em varios impactos negativos para os
ambientes aquaticos, tornando-os passiveis de eutrofizacio (LIMA, 2011) e,
consequentemente, em danos aos organismos cultivaveis, sendo necessario seu tratamento
antes de serem langcados nos mananciais.

Segundo Boyd (2003), os potenciais impactos ambientais provenientes da
intensificacdo da aquicultura tém aumentado a preocupagao da sociedade quanto a
sustentabilidade da propria atividade, uma vez que pode ocorrer a degradagdo de ambientes
aquaticos através dos efluentes oriundos dos cultivos, cada vez mais ricos em nutrientes, com
quantidades significativas de N (nitrogénio) e P (fosforo), levando ainda restos de ragdes,
fertilizantes agricolas e produtos de origem veterindria.

A adogdo do sistema intensivo na produgdo traz alguns problemas de ordem
sanitaria que sdo cada vez mais corriqueiros no cultivo, sendo necessario um programa de
monitoramento das condi¢des de higidez dos animais cultivados (RANZANI-PAIVA et al.,

2013). Mudangas no meio externo modificam a homeostase dos animais, tendo como
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consequéncias alteracdes fisiologicas, enddcrinas e respostas imunologicas, e, segundo
Nardocci et al. (2014), diferentes respostas imunoldgicas ajudam a mitigar os efeitos do
estresse a nivel celular. Quando este processo falha, os individuos sofrem mais para manter
seu equilibrio com o ambiente, produzindo condi¢des satisfatorias para o surgimento de
patologias (McEWEN; GIANAROS, 2011). A resposta aos fatores que gera o desequilibrio
na homeostase de um organismo ¢ chamada de estresse e os estimulos que o geram sao os
agentes estressores (McCEWEN; WINGFIELD, 2010).

Diversos pesquisadores vém criando medidas para evitar ou mitigar o efeito de
agentes externos que possam comprometer o sucesso do cultivo. A inclusdao de aditivos nas
dietas dos organismos cultivados ¢ uma estratégia recente e vem ganhando consideravel
atencdo (IBRAHEM; MOHAMED; IBRAHIM, 2013).

A Dbiotecnologia aplicada as algas tem resultado em grandes avangos,
principalmente no decorrer das ultimas trés décadas. Alguns géneros de microalgas como
Botryococcus, Chlorella, Dunaliella, Haematococcus e Arthrospira (Spirulina) sao
atualmente cultivadas para produgdo de proteinas e pigmentos com astaxantina € o [-
caroteno, glicerol, biocombustiveis, farmacos, além de outros compostos quimicos finos
(SPOLAORE et al., 2006).

Atualmente, os potenciais usos biotecnoldgicos de polissacarideos naturais
alcancaram um maior reconhecimento devido a tendéncia global do mercado de substituir
compostos sintéticos por produtos naturais ¢ a crescente necessidade de compreensdo das
fungdes dos agucares sulfatados (ARAD; LEVY-ONTMAN, 2010).

A imunoestimulagcdo em animais € principalmente de origem profilatica ja que os
imunoestimulantes promovem uma agdo no sistema imune nao especifico, aumentando a
resisténcia do hospedeiro contra doencas, que na maioria das vezes, sdao causadas por
patogenos oportunistas (RAA, 2000).

O presente trabalho teve como objetivo realizar o cultivo da microalga
Arthrospira (Spirulina) platensis em efluente de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus),
bem como analisar os parametros abidticos do efluente antes e apds seu uso como meio de
cultivo para a microalga, extrair e quantificar os polissacarideos sulfatados da A. platensis e,
por fim, avaliar os imunomoparametros em juvenis do camardo Penaeus vannamei, imersos
em solugdo contendo diferentes concentragdes dos polissacarideos sulfatados extraidos de A.

platensis.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia da aquicultura

No Brasil, a definicdo de aquicultura estd descrita na Lei n° 11.959, de junho de
2009, da Politica Nacional de Desenvolvimento Sustentavel da Aquicultura e Pesca que
define a aquicultura como sendo o cultivo ou a criacao de organismos cujo ciclo de vida, em
condig¢des naturais, ocorre total ou parcialmente em meio aquatico (BRASIL, 2009).

Com o declinio da producao pesqueira e o aumento da demanda de alimento pela
populagdo humana, a aquicultura tem apresentado um expansivo crescimento € sua
participagdo na produg¢do de alimentos deve aumentar ainda mais a fim de atender as
demandas futuras por pescados (FAO, 2010). A perspectiva ¢ que em 2021 a produgao
pesqueira total atinja 172 milhdes de toneladas, das quais 79 milhdes deverao ser produzidas
pela aquicultura, representando um incremento de 33% nesse setor no periodo de 2012 -2021,
contra apenas 3% de expansdo da pesca no mesmo periodo (FAO, 2012).

De acordo com a FAO (2014), o consumo de pescado cresceu anualmente a uma
taxa média de 3,2%, enquanto o crescimento populacional mundial estd a 1,6%, sendo esse
um dos fatores que contribuiram para o aumento do consumo per capita de 9,9 kg em 1960
para 19,2 kg em 2012 por ano (Figura 1), entretanto outros elementos como a ascensao da
renda familiar, urbanizagdo, e pela forte expansdo da producdao de peixe e canais de

distribuicao mais eficientes ajudaram a impulsionar este aumento do consumo.

Figura 1 — Pescado como alimento: oferta per capita (média 2008-2010).

3 o-2 kglyear Bl 10-20 kgfyear Bl - s kglyear
3 2-5kghear B 20-20 kglyear
[ 5-10 kgiyear I 20-60 kglyear

Fonte: FAO (2014).
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Conforme as ultimas estatisticas, a producao aquicola mundial alcangou no ano de
2012, 66,6 milhdes de toneladas, excluindo as plantas aquaticas e produtos ndo alimentares,
oriundos da aquicultura.

A produgdo da aquicultura ¢ praticamente toda voltada para a alimentacdo
humana e, em escala mundial, foi responsavel por 45,7% da producdo total mundial de
pescado em 2008. A Asia e outras regides do Pacifico contribuiram com 89% da produgdo
mundial (FAO, 2010). Este desenvolvimento impressionante tem sido impulsionado por
alguns fatores, tais como: aumento de renda da populacdo e consequente poder de compra,
bem como ao avango tecnoldgico e canais de distribuicao mais eficientes (FAO, 2014).

Com o avango da tecnologia e o aumento da demanda por proteina animal, a
aquicultura vem ocupando cada vez mais espaco no cenario mundial, se consolidando como a
atividade que mais cresce no agronegocio. Em 2012, excluindo a producao de plantas
aquaticas, o pescado contribuiu com o fornecimento de 158 milhdes de toneladas de proteina
animal, sendo 136,2 milhdes de toneladas utilizadas para o consumo humano (FAO, 2014).
Hé muitos anos, a aquicultura vem sendo apontada como a solugao mais viadvel de suprimento
de pescado para atender sua crescente demanda mercadologica devido a redugdo constante da
oferta de recursos naturais disponiveis (BOYD; TUCKER, 1998).

Segundo o Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura de 2012, do Ministério da
Pesca e Aquicultura em parceria com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(BRASIL, 2012), a produgdo brasileira de pescados em 2010 (1.264.765 t) apresentou
incremento de 2% em relacdo a produgdo de 2009 (1.240.813 t). A pesca extrativa marinha
foi responsavel por 536.455 t (42,4% do total de pescado), seguida, sucessivamente, pela
aquicultura continental (394.340 t; 31,2%), pesca extrativa continental (248.911 t; 19,7%) e
aquicultura marinha (85.057 t; 6,7%). Neste mesmo ano, a regido Nordeste foi responsavel
pela maior producdo de pescado do Pais (410.532 t), correspondendo a 32,5% da producdo
nacional. Deste total, 145.906,4 t (35,5%) foram provenientes da aquicultura, tendo os estados
do Mato Grosso, Parana e Ceara como os principais produtores nacionais.

No Brasil, a aquicultura ¢ uma atividade pecuaria em expressiva evolu¢ao nos
ultimos anos, com incremento na producdo de mais de 35% na ultima década. O crescimento
da produgdo aquicola continental foi de aproximadamente 40% no Ultimo triénio (2008-2010)
o que correspondeu a 38% da producao total de pescados em 2010 (BRASIL, 2012).

A producao aquicola mundial de crustaceos, moluscos e peixes tem que aumentar
para satisfazer a demanda crescente por pescados (GJEDREM; ROBINSON; RYE, 2012) e

também para compensar a reducao da captura proveniente da pesca, pois algumas espécies ja
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se encontram sobre-exploradas (KALIKOSKI; SEIXAS; ALMUDI, 2009). Para aumentar a
producdo de pescado ¢ necessario estimular o crescimento sustentdvel da aquicultura em
grandes corpos hidricos, aumentando a area de producdo em reservatorios onde ja existem
polos aquicolas e reaproveitando a agua de cultivos em tanques e viveiros (KUBTIZA, 2011).

No entanto, deve-se levar em consideracdo que essa atividade ainda ¢ muito
dependente da pesca extrativa, ja que necessita de uma grande quantidade de subprodutos da
pesca como, por exemplo, a farinha e o 6leo de peixe para o preparo de ragdes, o que pode ser
um fator limitante ja que os estoques pesqueiros naturais, em sua grande maioria, estdo em
estado de sobre-exploragdo ou bem proximos, impedindo o crescimento da produgdo
pesqueira nos ultimos anos (FAO, 2010). Sobre tudo a aquicultura ¢ uma atividade que
depende dos ecossistemas nos quais esta inserida, diante do exposto, ¢ impossivel cultivar
alguns organismos aquaticos, sem que haja alteragdes ambientais, porém ¢ possivel reduzir

significativamente os impactos sobre o meio ambiente (CHEN et al,, 2015).

2.2 Produciao de microalgas

As microalgas sao organismos providos de clorofila a e outros pigmentos, capazes
de realizar fotossintese, constituindo o fitoplancton. Estes microrganismos sdo classificados,
em geral, quanto ao tipo de pigmento, a natureza quimica de seus produtos de reserva e pelos
componentes de sua parede celular (TOMASELLI, 2004).

Héa evidéncias da existéncia de microalgas desde o periodo pré-cambriano,
aproximadamente ha 3,5 bilhdes de anos. Estes microrganismos, principalmente as espécies
marinhas, sdo responsdveis pela producdo e manutengdo do oxigénio atmosférico
(TAHMASEBI et al.,2013).

Formam a base da cadeia tréfica, sendo responsaveis por manter o equilibrio
ecologico, além de possuir importancia econdmica e social por manter a fauna, que ¢ fonte de
alimento para a humanidade (GAFFNEY; O’ROURKE; MURPHY, 2014). As microalgas sao
bastante utilizadas na aquicultura como alimento para pos-larvas de moluscos, peixes e
crustdiceos em decorréncia da facilidade de cultivo, ao pequeno tamanho, acentuada
velocidade de crescimento e alto valor de 4cidos graxos polinsaturados (SUH et al., 2015).

Os primeiros cultivos comerciais de microalgas foram realizados para fins
alimenticios e surgiram no inicio dos anos 1960, no Japao, com o uso da cloroficea Chlorella,
seguido de cultivos da cianoficea Spirulina nos anos 1970, no México, sendo esta ultima

atualmente cultivada em mais de 22 paises inclusive no Brasil. No entanto, os primeiros
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relatos referentes ao consumo de microalgas pelo homem datam de 2000 anos atras, quando
chineses em tempos de escassez alimentar consumiam a microalga Nostoc numa tentativa de
sobrevivéncia (SPOLAORE et al., 2006). H4 ainda relatos do consumo de diferentes espécies
de cianobactérias do género Spirulina por povos Aztecas habitantes das proximidades do lago
Texcoco, no México, e por tribos proximas do lago Chade na Africa, onde apos a coleta de
blooms superficiais, a biomassa seca era utilizada para preparos denominados de tecuitlatl no
México e dihé na Africa (FAO, 2008).

A maior quantidade de industrias envolvidas no cultivo de microalgas esta
instalada nos Estados Unidos e a Earthrise Nutritionals ¢ a maior de todas as indistrias com
43 hectares, localizada no deserto Sokora na California. Na América do Sul, destaca-se o
Grupo Solarium de Biotecnologia Adequada ao Desenvolvimento do Deserto, uma empresa
chilena, localizada no deserto do Atacama, porém as maiores producdes sao encontradas na
China onde, em 2004, foram produzidas 41.570 toneladas de biomassa de Spirulina, o que
rendeu 16,6 milhdes de ddlares aos chineses (FAO, 2008).

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

Nos ultimos anos, com o crescente aumento da pressao pelo uso de fontes
alternativas de combustiveis, foi despertado, mais uma vez, o interesse em se produzir
microalgas como uma fonte renovavel de biocombustiveis como metanol, biodiesel e
biohidrogénio. Mesmo possuindo um custo de produgdo mais elevado que o de plantas
superiores, o uso de microalgas para este fim torna-se vidvel, visto que ndo ocupa areas
agricultaveis destinadas a plantagdao de graos para a alimentagdo (SUBHADRA; EDWARDS,
2010; SHIN et al., 2015; MOHAN et al., 2015). Além disso, podem ser capazes de acumular
grande quantidade de compostos de valor comercial sob condi¢des estressantes ou nao, € ser
produzidas em fotobiorreatores de escala industrial (OLAIZOLA, 2003).

Algumas espécies de microalgas podem produzir elevadas quantidades de

biomassa e acumular grandes quantidades de compostos com atividade bioldgica, que podem
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ser utilizados em diversas aplicagdes nos setores industrial, alimenticio, de saude, e energético
(LEE; HAN, 2015). A composicao algal varia de acordo com as condi¢cdes ambientais,
existindo espécies ricas em proteinas, polissacarideos, pigmentos e acidos graxos (GEORGE
etal., 2014).

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

frascos, carboys ou grandes bolsdes de plastico (Figura 2).

Figura 2 — Exemplos dos diversos tipos de cultivos de microalgas: A- cultivo indoor aberto; B- cultivo outdoor
aberto; C- cultivo outdoor fechado; D- cultivo indoor fechado.

Fonte: www.google.com.br/images/microalgae.
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As microalgas possuem uma alta eficiéncia na conversdo de energia solar em
compostos organicos com elevada energia quimica, pois elas podem converter mais de 5% da
energia solar em biomassa (SCHENK et al., 2008). Como necessitam apenas de luz solar e
nutrientes para se desenvolverem, elas podem ser cultivadas em areas ndo agricultaveis,
utilizando agua salobra ou dgua do mar, além de consumir o didxido de carbono, um dos
gases responsaveis pelo efeito estufa (WAHLEN; WILIS; SEEFELDT, 2011).

Devido aos altos rendimentos e o melhor crescimento em diferentes condigoes,
quando comparados aos das plantas terrestres, as microalgas sdo atualmente consideradas
como uma fonte de biomassa da terceira geragdo (POSTEN; SCHAUB, 2009). Ainda, sdo
uma das mais interessantes fontes para ingredientes ou alimentos funcionais. Assim, o uso
como fonte de alimentos funcionais tem se tornado uma prioridade, tanto para aumentar a
producdo destes organismos, como melhorando o custo-beneficio dos sistemas de produgao
com o desenvolvimento de novas tecnologias, além de possuirem efeitos benéficos a satude e
cultivos ambientalmente corretos (BENELHADJ et al., 2016).

Além da possibilidade de uso no tratamento de esgotos domésticos, as microalgas
também podem ser utilizadas no tratamento de efluentes industriais, como no caso da vinhaca,
obtida do processamento da cana-de-agucar, cujo desenvolvimento pode ser acelerado pela
adicao de CO; a cultura e a biomassa resultante usada para gerar energia, a partir da produgao
de biogas (DOUSKOVA et al., 2010). Além disso, as microalgas também possuem aplica¢des
biologicas, como sua participagdo na ciclagem dos elementos quimicos (VIDOTTI;
ROLLEMBERG; 2004), reduzindo as concentragcdes de metais pesados de aguas residuais, €
incorporando-os na parede celular (RICHARDS; MULLINS, 2013).

Para reduzir os custos com a utilizag¢ao de fertilizantes nos cultivos de microalgas,
efluentes ricos em nitrogénio e fosforo podem ser usados como meio de cultivo, a0 mesmo
tempo em que elas reduzem a carga inorganica e organica destes efluentes, proporcionando
assim um método de tratamento bioldgico (biorremediagdo) de aguas residuais de baixo custo
(MARKOU; GEORGAKAKIS, 2011). Os elementos que mais limitam o seu crescimento sao
o nitrogénio, principalmente na forma de nitrato e amonia, e o fosforo na forma de fosfato
(LOURENCO, 2006). Compostos nitrogenados e fosfatados sdo nutrientes essenciais para
formarem suas proteinas e membranas celulares, com isto, esses organismos removem
elevadas quantidades destes compostos dos corpos hidricos, mitigando seus impactos
negativos (CHANG; DUAN; XU, 2015). Estes compostos estdo bastante presentes nas
atividades aquicolas, provenientes dos restos alimentares, matéria organica e excretas dos

animais cultivados.
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A biotecnologia aplicada ao cultivo das microalgas tem adquirido forca e
consideravel importancia nas ultimas décadas devido a utilizacdo da biomassa em alimentos e
ragoes, a obtengdo de produtos de alto valor econdmico e também suas aplicagdes ecologicas.
Com o avanco dos estudos, o mercado expande cada vez mais as aplicagdes das microalgas
em novas areas, devido a enorme diversidade de espécies e, com o apoio da engenharia
genética, novos produtos tém sido obtidos, a partir de culturas cada vez mais sofisticadas
visando atender a alta demanda das industrias alimenticia e farmacéutica (PULZ; GROSS,
2004).

A selegao da espécie de microalga para o cultivo deve levar em consideragdo sua
capacidade de crescer rapidamente em meio organico sem perder suas caracteristicas
nutricionais, se adaptar bem ao cultivo externo em grandes escalas, ser facilmente separada da
agua por filtracdo, além de tolerar alteracdes de salinidade, temperatura e possuir valor
comercial (SILVA, 2013).

Aquicultura integrada ¢ considerado um elemento essencial de gestao do setor,
visando reduzir, de forma econdmica e socialmente benéfica, os impactos ambientais
negativos da atividade, seja de agua doce salina ou marinha. A integracdo multitréfica na
aquicultura (IMTA), ¢ uma das varias tecnologias de cultivo de organismos aquaticos que
contribui para a mitigagdo de seus impactos (TROELL et al., 2009). A IMTA utiliza
organismos complementares para otimizar a ciclagem de nutrientes na aquicultura. Neste
sistema, os residuos gerados do cultivo de um organismo se torna fonte de energia para os
outros organismos de outro nivel trofico. Assim, o sistema tende a se deslocar em direcdo a
um equilibrio ecoldgico, sendo descritas, como fundamentais para se alcancar o

desenvolvimento da sustentabilidade ambiental (RIDLER ez al., 2007).

2.3 Arthrospira (Spirulina) platensis

A microalga Arthrospira platensis ou comercialmente conhecida espirulina, ¢
uma cianobactéria microscopica e filamentosa (LOURENCO, 2006), de cor verde-azulada, e
formadora de tricomas em espiral, de onde deriva seu nome (SILI; TORZILLO; VONSHAK,
2012).

Esta espécie ¢ rica em proteinas (SABOYA, 2010) e, dependendo das condigdes
de cultivo, poderd ser composta de 65 a 71% dessas macromoléculas na matéria seca,
contendo todos os oito aminoacidos essenciais aos seres humanos. Apresenta cerca de 12 a

10% de carboidratos e lipidios, respectivamente, de acordo com as condi¢cdes de cultivo
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(LANLAN et al., 2015). Além de possuir clorofila a e diversos minerais, ¢ rica em acidos
graxos essenciais como o y-linolénico, carotendides e vitaminas do complexo B (YEGANEH;
TEIMOURI; AMIRKOLAIE, 2015). A realizacao de varios estudos relatando as aplicagdes
de compostos obtidos de Spirulina a tornaram uma potencial fonte de compostos
nutracéuticos (ANDREWS et al., 2011).

Dentre as atividades biologicas exercidas por tais compostos, pode-se citar a
modulagdo do sistema imunoldgico, regulando as defesas inatas em camardes branco
Litopenaeus vannamei (LIN et al., 2010; TAYAG et al., 2010); acdes antioxidante e antiviral,
redu¢do de colesterol em ratos e coelhos (BERTOLIN et al.,, 2009), atividade probiotica,
efeitos contra a diabetes, controle da obesidade, melhoria da circulagdo sanguinea, protecao
contra a toxicidade de metais pesados e outros compostos, bem como a protecdo contra os
efeitos da radiagdo solar. Além disso, existem relatos da prevencao de carcinomas orais em
hamsters, aumento de microrganismos presentes na flora intestinal, sendo também utilizada
no combate a desnutricdo em criancas (AMBROSI et al., 2008).

O extrato quente aquoso e os polissacarideos obtidos de A. platensis possuem
propriedades antioxidantes que podem inibir a replicacdo viral, o desenvolvimento de cancer
e ainda aumentar a producdo de anticorpos (BELAY, 2002). O uso de um extrato quente
aquoso de A. platensis por via oral ativou o sistema imune inato humano pelo aumento na
producdo de interferon e aumentou a citotoxicidade das células natural killer (NK)
(YEGANEH; TEIMOURI; AMIRKOLALIE, 2015).

Em organismos aquaticos cultivados, o uso de uma dieta enriquecida com a
biomassa de A. platensis resultou em um aumento da atividade fagocitica e producao do anion
superoxido por células fagocitarias isoladas dos rins da carpa comum, Cyprinus carpio
(WATANUKI et al., 2006). A suplementacao de dietas de peixes com A. platensis, nao
apresenta efeitos negativos no crescimento de peixes e melhora a pigmentacao (TEIMOURI,;
AMIRKOLAIE; YEGANEH, 2013).

De acordo com os relatorios da FAO (2010), a producao dos cultivos de
microalgas em aguas continentais foi de 68.400 t em 2008, sendo praticamente toda de
espirulina, principalmente oriunda da China (62.300 t) e o restante produzido no Chile (6.000
t). As produgdes comerciais de espirulina sdo, em geral, realizadas em grandes tanques

externos, de facil construcao e que requerem poucos cuidados (LANLAN et al., 2015).

2.4 A atividade imunomoduladora dos polissacarideos sulfatados
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Polissacarideos sulfatados (PS) tém atraido a aten¢ao internacional, devido as suas
propriedades fisico-quimicas e pela alta atividade biologica (KURD; SAMAVATI, 2015).
Segundo os autores, podem ser encontradas nas mais diversas fontes, desde plantas
superiores, fungos, macro e microalgas. Polissacarideos extraidos de frutas e vegetais tem
atraido atencdo de produtores e consumidores por suas propriedades fisicas, por promoverem
saude e prevencao de doencas, além das aplicagdes nas industrias de cosméticos e
farmacéutica (MARAN; MEKALA; MANIKADAN, 2013).

Estudos com PS de macroalgas t€ém mostrado que suas estruturas variam de
espécie para espécie e, as vezes, em diferentes partes da planta (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 PS pode possuir conformagdao estrutural unica e, portanto, apresentar atividades
biologicas diferentes ou mais potentes do que outros polissacarideos, ou outros compostos ja
descritos. Além disso, diferentes métodos de extracao podem, também, resultar em atividades
biologicas distintas para um mesmo composto. Deste modo, a identificagdo de um novo PS ou
o desenvolvimento de um novo método de extragdo vem sempre acompanhado de
perspectivas para descoberta de um novo farmaco (ROCHA et al., 2004).

Segundo Smith, Brown e Hauton (2003), cinco grupos de compostos com
atividade imunoestimulante vém sendo testados com sucesso na aquicultura, com resultados
promissores na sobrevivéncia de crustdceos expostos experimentalmente a microrganismos
patogénicos como bactérias vivas, antigenos bacterianos, glucanas, peptidoglicanas e
lipopolissacarideos. De acordo com Yeganeh, Teimouri e Amirkolaie (2015) fatores
nutricionais, como vitaminas B ¢ C e hormonais, como o hormoénio do crescimento € a
prolactina, também vém sendo utilizados como imunoestimulantes.

A administracdo de imunoestimulantes pode aumentar a sobrevivéncia, bem como
melhorar o crescimento de peixes e camardes (TALPUR; IKHWANUDDIN; AMBOK-
BOLONG, 2015). Além de apresentarem um minimo de efeitos colaterais € um melhor custo
beneficio em relagdo aos produtos comerciais (YEGANEH; TEIMOURI; AMIRKOLALIE,
2015).Vargas-Albores (2002) relatou que a avaliacao da eficiéncia de um imunoestimulante
depende de suas caracteristicas farmacologicas, das condigdes fisiologicas do animal e das
condi¢gdes ambientais. Em camardes, por exemplo, existe a possibilidade dos animais nao
responderem ao tratamento com imunoestimulante devido a ma& nutricdo ou ao

comprometimento fisiolégico com outros processos como, muda e reproducdo. Por outro
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lado, a falta de resposta também pode ocorrer pelo fato dos organismos se encontrarem
saudaveis, bem alimentados ou em boas condi¢des ambientais.

Takahashi et al. (1998) demonstraram a eficicia da administracdo oral do
fucoidan, um PS extraido da alga marinha parda Cladosiphon okamuranus, no controle do
virus da mancha branca (WSSV) em camardes da espécie Marsupenaeus japonicus. Os
autores mostraram que a administracio de 60 ¢ 100 mg kg™ d”' resultou em sobrevivéncias de
77 e 76%, respectivamente, enquanto os individuos do tratamento que ndo recebeu o fucoidan
apresentaram 100% de mortalidade. Da mesma maneira, Chotigeat et al. (2004) relataram um
aumento significativo da sobrevivéncia do camarao tigre-gigante Penaeus monodon infectado
pelo WSSV, apos administragdo oral do fucoidan extraido da alga marinha parda Sargassum
polycystum.

A imersao de juvenis de camardo Litopenaeus vannamei em solucao de -
glucanas e de PS extraidos da cianoficea Cyanothece sp. resultou em respostas semelhantes,
ativando o sistema imune através de um aumento da producao de anion superdxido. Embora
esta ativagdo tenha sido muito similar para os dois agucares, os PS foram utilizados em uma
dosagem 500 vezes menor do que o outro componente testado (CAMPA-CORDOVA et al.,
2002).

Em outro estudo, os PS extraidos da alga marinha vermelha Botryocladia
occidentalis foram adicionados na racao de tilapias, Oreochromis niloticus, submetidas a
reversdao sexual, sendo observado um melhor crescimento dos individuos que receberam
determinada dose (FARIAS et al., 2004), ja os obtidos da alga marinha vermelha Gracilaria
caudata foram introduzidos na alimentacdo de pds-larvas de peixes em doses de 0,1 e 0,2
mg/g o que resultou em uma melhor resisténcia das pos-larvas a condigdes estressantes, como
falta de oxigénio e ma qualidade da a4gua (ARAUJO, 2006).

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

Polissacarideos sulfatados extraidos de algumas espécies de algas apresentam uma
alta atividade antiviral contra virus encapsulados, incluindo aqueles capazes ser altamente
patogénicos ao homem como o virus da imunodeficiéncia humana. Essa atividade ¢ baseada
na formacao de complexos similares aos dos virus que os impedem de interagir com célula.

Esses polissacarideos podem ser obtidos em grandes quantidades e a baixos custos,
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apresentando baixa toxicidade e, em alguns casos, poucos efeitos anticoagulantes

(DAMONTE; MATULEWICZ; CEREZO, 2004).

2.5 Consideracoes sobre o sistema imune dos crusticeos

Os camardes possuem uma relevancia especial dentro do grupo dos crustaceos,
dada a sua importancia econdmica na aquicultura mundial. Entretanto, o éxito desta atividade
vem sofrendo graves limitacdes, devido ao surgimento de novas enfermidades, principalmente
as de origem viral, que provocam mortalidade massiva e geram prejuizos de ordem
econdmica incalculaveis (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2014).

Atualmente, a profilaxia e o controle das enfermidades durante os cultivos se
limitam basicamente no manejo adequado e diminui¢do de condigdes que predispdem ao
estresse, considerando que os fatores que determinam o estado de satde dos camardes sao
pouco conhecidos. Neste contexto, o estudo do sistema imunologico dos crusticeos se
sobressai como uma estratégia inovadora e promissora, que permite conhecer as bases da
susceptibilidade e da resisténcia destes animais frente a microrganismos patogénicos €
parasitas, além de proporcionar conhecimentos valiosos para estabelecimento de parametros
de saude e imunomarcadores para selecdo genética de animais mais resistentes € ao
desenvolvimento de compostos imunomoduladores (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA,
2014).

Entretanto, muito do que se conhece hoje sobre os parametros imunolédgicos de
camardes, foi realizado em individuos juvenis e estagios adultos. Poucos sdo os relatos em
fases larvais e pos-larvais, mesmo daquelas espécies de elevado interesse econdmico
(MARTIN et al., 2012).

Mudancas naturais do ambiente, diariamente ou sazonalmente, submetem os
organismos ao sofrimento que, aliadas ao estresse ambiental causado pela presenga de
poluentes na agua, sao fatores determinantes para o surgimento e/ou 0 aumento no niumero de
patogenos (LE MOULLAC; HAFFNER, 2000). Embora, apresentem um elevado
crescimento, quando em salinidades abaixo do encontrado na 4gua do mar, camardes P.
vannamei mostram ser mais frageis a infecgdes, visto que os niveis de moléculas
imunoefetoras sao encontrados em menor valor, junto com sua resisténcia aos agentes
patogénicos. Tudo por conta de um maior gasto ou recrutamento energético para o
crescimento, fazendo com que se reduza a oferta de energia para a manutengdo do sistema

imunologico (LIN et al., 2012).
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Os crustaceos, assim como outros invertebrados, s6 apresentam o sistema imune
inato, nao especifico, diferente dos vertebrados que também apresentam um sistema imune
adaptativo, ou especifico. Assim, os crustaceos sao incapazes de gerar defesas a longo prazo
como resposta de vacinas especificas para invasores, porque seu sistema imune nao possui
memoria imunoldgica (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2014).

Em crusticeos, as respostas imunologicas no ambito celular envolvem os
hemocitos que sao as células imunocompetentes e as reagcdoes humorais sao desencadeadas por
moléculas dissolvidas no plasma. Ambas respostas atuam em sinergismos para garantir a
protecao do organismo contra agentes invasores (CANTELLI, 2009). As moléculas efetoras
do sistema imune dos crustaceos (proteinas e peptideos) sao encontradas nos hemocitos, na
hemolinfa, e em certos tecidos como as branquias por exemplo (GROSS et al., 2001).

Os principais sistemas de defesa reconhecidos nos crustaceos sao a coagulacao da
hemolinfa, a melanizagdo, o reconhecimento e aglutinacdo celular, os sistemas
antibacterianos, antifingicos e antivirais, a produgao de espécies reativas de oxigénio (ROIs,
do termo em inglés, Reactive Oxygen Intermediates) e nitrogénio (RNIs, do termo em inglé¢s,
Reactive Nitrogen Intermediates) e os sistemas fagocitico e de encapsulamento (IWANAGA;
LEE, 2005).

O reconhecimento dos patdégenos pelo organismo dos crustaceos ¢ feito mediante
suas proteinas/receptores de reconhecimento-padrao ou P/RRPs que sao responsaveis por
diferenciar o proprio do ndo-proprio, reconhecendo os padrdes moleculares especificos dos
microrganismos ou M/PAMPs (microbial/pathogen-associated molecular patterns)
(JANEWAY; MEDZHITOV, 2002).

As PRPs sao moléculas produzidas pelo hospedeiro e secretadas no plasma ou
localizadas na superficie ou interior dos hemocitos que reconhecem e ligam-se os seus
PAMPs respectivos. Os principais PAMPs reconhecidos pelas PRPs em crustaceos sdo os
lipopolissacarideos (LPS) da parede de bactérias Gram-negativas, as peptidoglicanas (PGs) da
parede celular das Gram-positivas, as -1,3-glicanas da parede de fungos € o dSRNA (double-
stranded RNA) produzido durante a replica¢ao de varios virus (WANG; WANG, 2013).

Qualquer que seja o tamanho dos PAMPs que penetrem no organismo dos
crustaceos, eles serdo reconhecidos e ligados as suas PRPs especificas, acionando assim o
gatilho para a ativag¢ao do sistema imune inato do animal que ¢ iniciado pela degranulagdo dos
hemocitos, desencadeando uma resposta imune-celular com a produgdo e liberagao de uma
série de moléculas imunoefetoras acompanhadas, ainda, pelo aumento da expressdao de genes

imunologicos especificos (BARRACCO, PERAZZOLO; ROSA, 2014).
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Dentre as reagdes celulares de defesa, a primeira a ser ativada ¢ a fagocitose. A
destruicao e neutralizagdo dos microrganismos invasores fagocitados pelos hemdacitos se deve
a producao e liberagdo de moléculas altamente toxicas, como as espécies reativas de oxigénio
(ROIs, do inglés, reactive oxygen intermediates) e de nitrogénio (RNIs,, do inglés reactive
nitrogen intermediates). No momento do contato e reconhecimento do patdogeno, a enzima
NADPH-oxidase ¢ ativada, ocorrendo assim um aumento significativo no consumo de
oxigénio intracelular (ou burst respiratorio) que resulta na produgdo de radicais livres como o
anion superoxido (O"), o peroxido de hidrogénio (H,0,), 6xido nitrico (NO) e o peroxinitrito
(ONOO") (BOGDAN; ROLLINGHOFF; DIEFENBACH, 2000; MUNOZ et al., 2002). Estes
radicais livres sdo espécies reativas com também para o hospedeiro e, como mecanismo de
protecdo, o animal produz concomitantemente vdarias enzimas antioxidantes como a
superoxido dismutase (SOD), a catalase e a glutationa-peroxidase para neutralizar esse
compostos (referencia ver no nosso capitulo 2014. A tua referencia estava incorreta)

Os crustdceos possuem estocados no granulos de seus hemocitos, peptideos
antimicrobianos ou PAMs que funcionam como antibidticos naturais pois apresentam uma
acdo rapida e potente contra um amplo espectro de microrganismos, tais como bactérias,
fungos filamentosos, leveduras e, em alguns casos, virus e protozoarios. Os PAMs sdo
considerados de grande importancia para o controle e prevengdo de infec¢des nos crustaceos
(BACHERE et al., 2004; REDDY; YEDERY; ARANHA, 2004; BARRACCO;
PERAZZOLO; ROSA, 2008).

Estas proteinas e peptideos geralmente apresentam uma acdo detergente ou
formadora de grandes poros, que levam ao desequilibrio das fungdes da membrana, ou podem
ainda entrar nas células, interferindo nas diferentes vias metabodlicas essenciais ao ciclo de
vida dos microrganismos (BULET; STOCKLIN; MENIN, 2004; TOKE, 2005). O mecanismo
de ag¢do dos PAMs ¢, portanto, provocar a desestabilizacgdo da membrana celular dos
microrganismos invasores €, consequentemente, sua morte. Como os PAMs agem diretamente
sobre a membrana das células, estrutura necessaria para a sobrevivéncia dos microrganismos,
os mecanismos de resisténcia para essas moléculas sdo praticamente inviaveis (BARRACCO;
PERAZZOLO, ROSA, 2008).

Outra resposta imunologica dos crustaceos que se mostra bastante eficiente contra
a invasao de microrganismos € o sistema de ativacao da pro-fenolosidase ou sistema proPO.
Este eficiente sistema de defesa consiste de uma variedade de proteinas que sdo produzidas
em uma cascata proteolitica e sdo responsdveis por reagdes citotoxicas que ativam a

fagocitose e resultam na formagao de nodulos e capsulas, apresentando como resultado final a
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melanizacdo (JIRAVANICHPAISAL; LEE; SODERHALL, 2006). O sistema proPO ¢
ativado pelos PAMPs dos patogenos, tais como LPS e B-1,3 glicanas, que invadem o
organismo do hospedeiro.

O sistema proPO ¢ composto por varias PRPs, muitas serino-proteases e seus
zimogenos incluindo a pro-fenoloxidase e durante a ativagdo da cascata, varios compostos
intermediarios, como os ROIs, RNIs e as quinonas, sdo produzidos e liberados para a
hemolinfa. Os compostos intermedidrios que sao produzidos durante esse processo siao as
substancias citotdxicas tanto para os microrganismos invasores, como para o hospedeiro e por
este motivo, os animais contam com inibidores de proteases para garantir a ativagao do
sistema proPO apenas no local de injuria/infec¢do (ABELE; PUNTARULO, 2004). A etapa
final do processo ¢ a melanizagdo, sendo que o pigmento melanina ndo tem fungdo
imunoefetora, aparecendo possui, contudo, acao fungistatica e sequestradora de radicais livres
produzidos no processo (NAPPI; OTTAVIANI, 2000).

Os inibidores de proteases dos invertebrados que regulam a ativagdo do sistema
proPO estdo presentes tanto no plasma como nos hemocitos. Nos crustdceos o principal
inibidor de protease ¢ a pacifastina (JIRAVANICHPAISAL et al., 2006).

Outro inibidor de proteases que participa da regulacdo do sistema proPO dos
peneideos ¢ a glicoproteina plasmatica denominada o2-macroglobulina (a2M) que ¢
constitutivamente sintetizada pelos hemocitos (GROSS et al., 2001; RATTANACHALI et al.,
2004) e estocada nos granulos dos hemocitos (Perazzolo ef al., 2011). Este inibidor apresenta
um grande espectro de atuacao inibindo tanto proteases exogenas produzidas pelos patdégenos
durante o processo infeccioso, como proteases enddgenas produzidas pelo hospedeiro
(ARMSTRONG, 2006).

Doencas em camardes, principalmente as virais, sio uma das causas de efeitos
negativos na economia em um grande grupo de paises produtores deste organismo na Asia e
nas Américas do Sul e Norte. Estudos sobre a imunidade de camardes e outros crustaceos
abrangem os aspectos gerais € consequéncias no sistema imune, buscando conhecer os
mecanismos de resposta a doencas nestes animais (LIU; SODERHALL;
JIRAVANICHPAISAL, 2009). A manutengdo de um bom estado nutricional dos animais
também apresentam relevancia sobre os parametros imunologicos, uma que se faz necessario

a presenca de proteinas para a geragao de moléculas que irdo combater os agentes infecciosos

(MARTIN et al., 2012).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nas dependéncias da Estacdo de Aquicultura
Professor Dr. Raimundo Saraiva da Costa ¢ no Centro de Biotecnologia Aplicada a
Aquicultura (CEBIAQUA), ambos do Departamento de Engenharia de Pesca (DEP), do
Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Federal do Ceara (UFC). O esquema

geral das etapas experimentais esta representado na Figura 3.

Figura 3 - Esquema do desenho experimental. Fluxograma A — Mostra o sistema de produgao da microalga A.
platensis. Fluxograma B — Mostra as etapas para realizacdo dos experimentos com os camardes P. vannamei.
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3.1 Aquisicao e cultivo da A. platensis

A cepa de A. platensis foi obtidas do cepario de Planctologia do CEBIAQUA e

mantida em meio Jourdan modificado (Tabela 1).
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Tabela 1 — Composi¢ao quimica do meio Jourdan modificado.

Reagentes Quantidades (g L'l)
Uréia (CH4N>O) 0,07
Sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4.7H,0) 0,2
Sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4.7H,0) 0,005
Sulfato de potéssio (K2SOy) 1,0
Fosfato de amonio (NH4HPO,) 0,1
Nitrato de potéssio (KNO3) 2,0
Cloreto de sodio (NaCl) 10,0
Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 8,0

Fonte: Jourdan (2001), adaptado.

A cepa de A. platensis foi cultivada em meio Jourdan modificado, a partir de
in6éculo em tubo de ensaio, que foi transferido para um Erlenmeyer, contendo um volume do
referido meio de cultura, segundo protocolo descrito de por Nogueira (2012). Em seguida, o
recipiente foi disposto em uma bancada e submetido a iluminacao artificial e constante,
utilizando duas lampadas fluorescentes de 20 Watts (W) que forneciam uma iluminancia de,
aproximadamente, 20 pE m™s™. A temperatura da sala de cultivo foi de 24° C e a agitacio das
células foi realizada manualmente sempre que necessario.

O volume do recipiente de cultivo foi duplicado, a cada dois dias, pela adicao do
meio até atingir concentracdo celular ideal. Em seguida, a cultura foi transferida para um
frasco de maior capacidade de armazenamento, ¢ seu volume foi novamente duplicado,
diariamente, com novo meio de cultivo. A partir desse momento, a aeragdo da cultura passou
a ser realizada com o auxilio de uma pequena bomba de diafragma. Ap6s o desenvolvimento
da cultura, foram transferidos para um carboy e completado com novo meio de cultivo,
constituindo a cultura-mae que seria repicada para o tratamento dos efluentes do cultivo de
tilapias. Esta cultura permaneceu, durante todo o experimento no laboratorio de Planctologia,

sendo repicada e renovada sob iluminagao e aeracao constantes.

3.2 Cultivo de A. platensis em efluentes provenientes do cultivo de tilapia

Os experimentos deste trabalho foram realizados em um sistema de cultivo de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), em ambiente externo localizado na Estagdo de
Aquicultura do Departamento de Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Ceara.

Alojado em ambiente ensolarado, com iluminéncia de 1.450 pE m™ s, e consistiu de dois
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modulos, cada um com uma caixa de 1.500 L e cinco caixas de 500 L interligadas por canos
de PVC com 25 e 100 mm de didmetro para permitir a recirculacdo da adgua entre estas por
bombeamento.

Os alevinos revertidos sexualmente de tilapia do Nilo que fertilizaram a agua,
foram oriundos da prépria Estacdo de Aquicultura e cultivados por 28 dias, em um dos
modulos do sistema externo, sendo previamente aclimatados, e cultivados em agua clara
adicionada de 10 partes de sal de salina, ou seja, com salinidade 10. Neste caso, todas as
caixas permaneceram cobertas para evitar o crescimento indesejado de outras microalgas.

As caixas de 1.500 L foram instaladas abaixo do nivel das caixas de 500 L, ou
seja, em aberturas escavadas na terra, a fim de realizar a drenagem da agua das caixas
menores por gravidade para a caixa maior através da tubulacdo de PVC de 100 mm de
diametro, enquanto o retorno foi realizado por uma bomba d’agua com vazio de 7.000 L h™',
pelo encanamento de PVC de 25 mm de diametro. Cada caixa de 500 L possuia torneiras com
regulagem individual.

Inicialmente transferiu-se 500 L de uma cultura previamente estabelecida da
microalga, para a caixa de 1.500 L do sistema externo que ja continha 1.000 L do efluente
drenado de salinidade 10 gerado no cultivo de tilapia para ser também tratado pela microalga.
Quando a cultura entrou em fase de crescimento exponencial, o sistema de recirculagdo foi
ligado a fim de se realizar o tratamento do restante do efluente remanescente nas caixas
menores, ¢ assim dar inicio ao sistema de producao da microalga em grandes volumes (Figura

4).

Figura 4 - Sistema Integrado de cultivos de tilapia do Nilo e da microalga Arthrospira platensis em ambiente

externo.
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As caixas permaneceram abertas durante o dia para receber a insolagdo e, no
periodo noturno, foram cobertas para evitar qualquer entrada de agua doce proveniente de
chuva. Este tratamento teve duracdo de 8 dias e a movimentacdo da agua foi realizada
inicialmente por aeragdo e, posteriormente, por uma bomba submersa com vazao de 7.000 L

h.

3.3 Acompanhamento do desenvolvimento da cultura de A. platensis em efluentes do
cultivo de peixes

O acompanhamento do desenvolvimento das culturas de A. platensis foi realizado
a cada dois dias (Figura 5A), pela medida da absorbancia (densidade 6ptica — DO) de uma
amostra de 25 mL da dgua do cultivo em um espectrofotdometro, no comprimento de onda de
680 nm. Para a obten¢do da densidade celular (DC) foi utilizada a equagao de regressao linear
(1) obtida por Coélho (2012) em um cultivo integrado de 4. platensis e tilapias em condigdes

semelhantes a realizada neste trabalho:

DC (Células mL™") = [( DOggonm + 0,127) / 0,179] x 10° (1)

Onde:
DC — Densidade celular (Células mL™);
DO — Densidade Optica.

Os percentuais de remogao dos nutrientes dos efluentes gerados nos cultivos de

tilapia, foram calculadas pela equagdo abaixo de acordo com Henry-Silva e Camargo (2008):

R(%) =100 — [(100 % concentracdo de nutriente no efluente tratado)] 2)
concentracao de nutriente no efluente

Onde:

R — Percentual de remogao de nutrientes (%).

3.4 Analises dos parametros de qualidade de agua
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Diariamente, as 09h0Omin, foram realizadas as andlises de pH com um medidor
de bancada (HANNA HI 221), oxigénio dissolvido (mg L) e temperatura (°C) com auxilio
de uma sonda eletronica (YSI 55), salinidade (ppt) com refratometro (ATAGO) e DO da adgua
de cultivo das microalgas com espectrofotometro (HACH DR2800).

As concentracdes de N-aménia total (mg L), N-nitrito (mg L") e fésforo reativo
(mg L), foram determinadas no inicio e no final dos cultivos da microalga, seguindo

metodologia apresentada no Standard Methods (APHA, 2005).

3.5 Extracao dos polissacarideos sulfatados de 4. platensis

A biomassa utilizada para a extracdo dos polissacarideos sulfatados de A.
platensis foi obtida apds a consolidacao do sistema de cultivo externo, que passou a fornecer
biomassa diariamente para a extragao dos compostos.

A extragdo dos polissacarideos sulfatados (PS) de A. platensis foi realizada a
partir de um extrato quente obtido de acordo com a metodologia descrita por Tayag et al.
(2010). Inicialmente cinco gramas de 4. platensis em pd foram hidratadas em 300 mL de agua
destilada e a mistura foi fervida durante trés horas. Apos este periodo, o volume restante foi
centrifugado a 7.280 x g por 20 minutos e filtrado com filtro de malha de 60 pm, sendo o
residuo utilizado para uma nova extragdo. Para a obten¢ao dos PS, foram adicionados quatro
volumes de alcool etilico absoluto gelado (-20 °C) ao extrato € a nova mistura foi deixada em
repouso a 4 °C por 24 h, para a precipitagdo dos PS. Em seguida, realizou-se uma nova
centrifugacdo a 7.280 x g por 5 min, onde o precipitado obtido foi desidratado a 60 °C por 24

h em estufa com recirculagao de ar.

3.5.1 Fracionamento dos polissacarideos sulfatados

Uma aliquota de uma solugdo de PS brutos (1 mg mL™") foi submetida a uma
cromatografia de troca ionica em coluna de DEAE-celulose. A coluna foi equilibrada com
tampao acetato de sodio 100 mM, pH 5,0, EDTA 5 mM e cisteina 5 mM, o fluxo foi mantido
em 60 mL h”'. Em seguida, a aliquota foi aplicada no topo do gel e a elui¢do da coluna feita
com tampao de equilibrio (tampao acetato de s6dio) contendo concentragdes crescentes de
cloreto de sodio (0,5; 0,7; 0,9; 1,2; 1,4; 1,6; 1,8 ¢ 2,0 M), sendo coletadas fracdes de 1 mL. A

presenca dos PS nas fragdes foi verificada adicionando 200 pL das mesmas a 1 mL do corante
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azul dimetildimetileno (DMB) e posterior leitura da absorbancia por espectrofotometria com
um comprimento de onda de 525 nm.

A concentracdo de carboidratos nas amostras foram avaliadas de acordo com o
ensaio colorimétrico proposto por Dubois et al. (1956). O teste foi realizado em duplicata
utilizando aliquotas das fragdes coletadas, as quais foram incubadas por 30 minutos com agua
destilada, fenol redestilado e acido sulfurico concentrado. Apds incubagdo, a dosagem de
carboidratos totais foi determinada a uma absorbancia de 490 nm em espectrofotdmetro

(HACH DR2800).

3.6 Efeito da solucao contendo polissacarideos sulfatados de A. platensis ministrada na
forma de banho de imersao aos camaroes

Para a realizagdo deste experimento foram utilizados 400 camardes juvenis da
espécie Penaeus vannamei (11,09 £ 1,38 g) adquiridos da Fazenda Aquisia Aquicultura
Saraiva LTDA, localizada no municipio de Paraipaba-CE, a 80 km de Fortaleza. O desenho
experimental estd representado na Figura 3. Os juvenis foram transportados ao laboratdrio
aquicultura em uma caixa de transporte (1.000 L) com suprimento constante de oxigénio. A
duragdo do transporte foi de aproximadamente duas horas e, na chegada ao laboratorio, os
individuos foram aclimatados a temperatura ambiente e transferidos para um tanque de 2.000
L com aeragdo constante e agua com salinidade 5 (a mesma praticada na fazenda). Durante
dois dias, os camardes foram aclimatados para a salinidade 15, com um incremento diario de
5 partes de salinidade, e permaneceram nessas condi¢des, durante uma semana, para a
aclimatagdo ao novo ambiente (Figura 3B).

Os individuos foram alimentados duas vezes ao dia ad [libitum com ragao
comercial contendo 35% de proteina bruta (PB). Para manter a qualidade da agua, foram
realizadas trocas diarias que variaram de 30 a 75% na intencdo de manter os niveis de amonia
total abaixo de 1 mg L. Os 400 juvenis de camario foram entdo alocados em aquarios,
separados em dois grupos experimentais: (a) submetidos a diferentes concentragdes de PS e
(b) diferentes tempos de exposicdo. Inicialmente foi avaliado o efeito de diferentes
concentragcdoes de PS dissolvidos em agua, com o objetivo de verificar qual concentragao
apresentava melhor imunoestimula¢dao, onde os camardes permaneceram imersos por trés
horas em cada solugdo. Em seguida, houve uma nova imersao dos camardes na concentragao

escolhida, desta vez com fracionamento do tempo de exposi¢ao.
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Para a realizacdo da primeira parte deste experimento, um primeiro lote de 200
camardes foram transferidos para aquarios de 10 litros, com agua contendo salinidade 15 e
uma densidade populacional de 1 camario L, com temperatura ambiente de 27 °C. Logo
apos a estocagem, as diferentes concentracdes de PS foram administradas diretamente na dgua
e cada tratamento foi realizado com quatro repeti¢cdes (Figura 3B).

Cada grupo experimental permaneceu em seu banho de imersdo respectivo, por
um periodo de trés horas, como descrito por Tayag et al. (2010). Decorrido este tempo,
realizou-se a retirada da hemolinfa de todos os camardes para andlises do parametros
imunologicos. No intervalo de duas horas ap6s a imersao dos camardes na solugdo com PS,
foram coletadas amostras da agua de cada repeticdo para a verificagdo dos parametros
abidticos como temperatura (°C), oxigénio dissolvido (mg L) e aménia total (mg L") como
descrito no item 3.4.

Na segunda fase do experimento, para tal fim, um lote de 200 camardes foi
distribuidos nos aquarios, devidamente higienizados, com mesmo volume de agua, salinidade,
temperatura ¢ densidade de estocagem. O objetivo desta segunda etapa foi avaliar as
condi¢des imunoldgicas dos camardes imersos por 3h em solugdo contendo 120 mg L™ de PS
de A. platensis, cujas analises foram feitas nos tempos 0 (zero), 45, 90, 135 e 180 minutos..
Para tal, os camardes foram divididos em quatro grupos experimentais (n=15/grupo) segundo
o tempo de imersdao. No grupo controle, os animais foram imersos em agua sem adicao de PS.
Ao fim de cada tempo foi realizada a retirada da hemolinfa dos camardes para analise dos

imunoparametros, como descrito no item a seguir.

3.7 Coleta da hemolinfa e analise dos imunoparametros

A coleta da hemolinfa dos camardes foi realizada na propria sala do experimento
(22 £ 1 °C) e as analises dos imunoparametros foi realizada no Laboratorio de Bioquimica
Marinha (BIOMAR — LAB), ambos localizados nas dependéncias do CEBIAQUA.

O procedimento de coleta da hemolinfa foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Cantelli (2009), na regido ventral do primeiro segmento abdominal
higienizada com etanol 70%, de um pool de cinco animais por grupo experimental, utilizando
uma seringa de 1 mL com agulha (13 x 0,45; 27,5 G1/2”) previamente resfriada a 4 °C. Uma
parte da hemolinfa de um pool de 5 animais/ réplica/grupo foi imediatamente transferida para
um microtubo contendo uma solu¢do de anticoagulante Alsever modificada (MAS; 27 mM

citrato de sodio; 336 mM NaCl; 115 mM glicose ¢ 9 mM EDTA; pH 7,2), na proporgado 1:2
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(hemolinfa: MAS). Em seguida, a hemolinfa foi diluida em anticoagulante contendo fixador
MAS-formol (4%), na proporcao de 1:9 (hemolinfa:fixador) e utilizada para a contagem total
de hemocitos (CTH).

A outra parte da hemolinfa sem anticoagulante, coletada dos mesmos animais
acima, na forma de pool, foi deixada coagular,por 2 horas a 27 °C, visando a obten¢ao do soro
para as outras analises de imunoparametros. A obten¢dao do soro foi realizada a partir de
repetidas maceracoes do coagulo seguidas por centrifugacdes a 7000 x g por 10 mina 4 °C. O
soro de cada grupo experimental aliquotado e congelado, para ser utilizado posteriormente
para analises das atividades da a2-macroglobulina e da fenoloxidase (PO), bem como para a

concentragdo de proteinas totais da hemolinfa.

3.7.1 Contagem total de hemocitos (CTH)

Para a contagem total de hemocitos (CTH), uma aliquota de 10 pL de hemolinfa
fixada foram adicionados no campo para contagem de leucocitos de uma camara de

Neubauer, (CANTELLI, 2009).

3.7.2 Atividade do inibidor de protease a2-macroglobulina (a2M)

A atividade da a2M foi avaliada por meio do ensaio de protecdo da protease
tripsina descrito por Perazzolo et al. (2011). Para tal, aliquotas de 50 pL de soro foram
depositadas dentro de pocos de uma microplaca (com fundo chato) e incubadas com 50 pL de
uma solucao de tripsina (concentragdo final 5 pg) diluida em tampao Tris/NaCl (Tris 50 mM,
NaCl 150 mM, pH 7,4) e incubado por 15 minutos a temperatura ambiente (27 °C). Em
seguida, foram adicionados 50 pL de inibidor de tripsina (Sigma; concentragao final 50 ug,
também diluido em Tris/NaCl) e a mistura incubada por 10 minutos a 27 °C. Ap6s, igual
volume de uma solugdo do peptideo cromogénico BApNA (Na-Benzoyl-DL-arginine 4-
nitroanilide hydrochloride, concentragao final de 0,83 mM) foi adicionada a placa. A
liberacao do peptideo cromogénico foi monitorada por espectrofotometria a 405 nm nos
tempos de 0, 10, 20, 30 e 40 minutos a 27 °C. A atividade da 0-2M, avaliada indiretamente
através da atividade de tripsina imobilizada, foi expressa pela variacao da absorbancia por
minuto e por mg de proteina, onde uma unidade de atividade enzimatica correspondeu a um

aumento de 0,001 na absorbancia, por minuto e por mg de proteina. No controle negativo, o
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soro dos camardes foi incubado apenas com o tampao. Todos os testes foram realizados em

triplicatas.

3.7.3 Atividade da fenoloxidase (PO)

A atividade da enzima PO foi avaliada depositando-se 50 uL de soro diluido (15x%)
em tampao Tris-NaCl (50 mM de Tris, 330 mM NaCl , 5 mM de CaCl,,10 mM MgCl,, pH
7,6) (15x), de cada pool de animais, em pogos de microplacas (fundo chato), acrescidos de 50
uL de tripsina (Img mL") e deixando-se incubar por 5 min a temperatura ambiente. Em
seguida, 50 pL do substrato enzimatico L-DOPA (3 mg L) foram adicionados nas placas. A
formagcdo do pigmento vermelho-coral DOPA-cromo foi quantificada em leitor de
microplacas a 490 nm, apds 10 min de incubacdo a 20 °C. A atividade da PO foi expressa
pela variagdo da absorbancia por minuto por miligrama de proteina, onde uma unidade da
atividade enzimatica correspondeu ao aumento de 0,001 na absorbancia, por min e por
miligrama de proteina a 20 °C (SODERHALL; HALL, 1984). A atividade basal (PO ja
presente no soro) foi quantificada incubando-se a amostra com tampao Tris-NaCl ao invés de

tripsina. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

3.7.4 Concentragdo de proteinas totais do soro (CP)

A concentragdo de proteinas totais do soro foi determinada pelo método de
Bradford (1976), utilizando como proteina padrao a albumina sérica bovina (BSA). Todas as

analises foram realizadas em triplicata.

3.7.5 Atividade antimicrobiana do soro

Para investigacao da capacidade antimicrobiana do soro de cada pool de animais
foi utilizada a metodologia adaptada de Destomieux et al. (1999). Os ensaios foram realizados
em microplacas de 96 pocos (fundo chato), nos quais foram previamente distribuidas
aliquotas de 25 pL de APA (4gua peptonada alcalina). Posteriormente, uma aliquota de 25 uL
de cada amostra de soro foi dispensada apenas no primeiro poco (propor¢ao de 1:2) sendo,
serialmente diluida nos pogos seguintes para 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 e 1:64, respectivamente, em

duplicata.
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A atividade antimicrobiana do soro foi determinada contra a bactéria Gram-
negativa Vibrio alginolyticus ATCC 17749, gentilmente cedida pela professora Dra. Regine
Helena Silva dos Fernandes, do laboratério de Microbiologia Ambiental e do Pescado do
Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR) da UFC. As cepas padrao foram crescidas em
TSA (do inglés tryptic soy agar) com 1% (p/v) de NaCl e incubadas a 30 °C por 24 h. Apos
esse periodo, a concentracao da solucao bacteriana foi ajustada em PWS (do inglés peptone
water saline; 1,5% de peptona, 1,5% de NaCl, pH 7,2) para 10° UFC mL'l, mensurada a 630
nm.

Apo6s diluigdo do soro, depositou-se em cada poco uma aliquota de 4 pL do
solucdo de V. alginolyticus a 10° UFC mL" . As microplacas foram incubadas em estufa
bacteriologica a 30 °C por 24 h. Apos esse periodo, o crescimento bacteriano foi determinado
em leitora de microplacas (DOg3onm) (Thermoplate — TPReader Basic), determinando-se a
concentracdo minima inibitoria ou MIC (do inglés minimum inhibitory concentration) do soro
diluido. A atividade antimicrobiana foi estimada como reciproco do ultimo pogo capaz de

inibir o crescimento bacteriano e padronizada para a concentragao de proteinas da amostra.

3.8 Analises estatisticas

Os dados obtidos referentes aos ensaios realizados em todo o experimento foram
submetidos, inicialmente, a uma analise de variancia com fator inico (ANOVA One-Way) e,
no caso de diferencas significativas em nivel de 1%, utilizou-se o teste de Tukey para

comparacao das médias.
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4 RESULTADOS

4.1 Tratamento dos efluentes de tilapia pelo cultivo A. platensis

A densidade celular inicial da cultura foi de 155 mil células mL" e a fase de
indugdo teve uma duracio de 4 dias, atingindo ao final dessa etapa, 244 mil células mL™"'. A

partir desse momento, a cultura entrou em crescimento exponencial e atingiu 322 mil células

mL™" (Figura 5).

Figura 5 — Evolugfo da curva de crescimento de 4. platensis cultivada efluente de tilapia do Nilo e redugdo das
concentragdes de amonia, nitrito, nitrato e fosfato.
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Fonte: Autor.

Nesta fase, o sistema de recirculacao de agua foi ligado a fim de tratar o restante
dos efluentes remanescentes nas caixas de cultivo dos peixes.

O cultivo realizado neste experimento foi Unico, pela primeira vez em ambiente
externo ao laboratorio, mostrando-se bastante desafiador e repleto de pressdes externas. O
efluente utilizado ndo sofreu nenhum tipo de tratamento prévio, sendo observado, também,
sucessivas contaminagdes por rotiferos (Brachionus plicatilis), o que impossibilitou a
verificacdo completa do consumo de nutrientes em relacao a taxa de crescimento algal e
acelerou o processo de recirculagao de sistema na tentativa de tentar conter as contaminagoes.

A redugdo dos nutrientes, ocorreu de forma rapida e eficaz durante o periodo de
desenvolvimento da A. platensis no efluente, em especial para os nitratos que foram reduzidos

em 44,3% com 6 dias de cultivo. As concentragdes de nitritos e fosfatos foram reduzidas em
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39,6 e 28,6%, respectivamente, apos os 6 dias de cultivo, enquanto que a concentragdo de
amonia ficou praticamente constante.

No presente trabalho, ficou evidente que a taxa de crescimento da A. platensis
estava fortemente relacionada com a concentracdo dos nutrientes, € que esta alcangou um
crescimento satisfatorio, sendo assim, possivel estabelecer uma cultura em larga escala de A.
platensis.

A partir do momento que houve o controle dos rotiferos, o sistema de cultivo
passou a ser do tipo semi-continuo com a remocado periddica da biomassa de A. platensis e
adicao de efluente de tilapias cultivadas em um tanque de agua doce e ao abrigo de luz, para
compensar as perdas com a evaporagao e suplementar o consumo de nutrientes. O controle da
cultura passou a ser realizado por observagao da densidade optica (DOggonm), S€Mpre que este
valor atingia uma marca superior a 0,600, foi realizada a remog¢ao da biomassa excessiva da
microalga, realizada através de filtragdo em malha de 60 um. A biomassa imida era retirada
da malha e seca em estufa com recirculagao de ar, por 24 horas.

Dessa forma, a cultura de A4. platensis vem sendo mantida na Estacdo de
Aquicultura por um periodo de aproximadamente 3 anos, gracas a adicdo constante de
efluentes de tilapias cultivadas em agua doce. Assim, o aumento da salinidade com a
evaporacao ¢ constantemente revertido pela adi¢do do mesmo volume evaporado. Vale
salientar que nao seria possivel manter esse tipo de cultivo com a adi¢ao de fertilizantes e
agua salobra devido ao alto custo. A cultura permanece até a atualidade, fornecendo
periodicamente biomassa, para a realizacao das etapas seguintes deste trabalho, como para a

realizag¢do de diversas atividades no ambito do grupo de pesquisa.

4.2 Extracio e fracionamento dos polissacarideos sulfatados de A. platensis

Foram utilizados um total de 230 g da biomassa seca de A. platensis para a
extracdo de 19,85 g de PS, correspondendo a um rendimento de aproximadamente 8,6%. A
concentracao total de acticar no extrato bruto foi de 86%, mostrando que a extracdo a quente
seguida de precipitacao alcoodlica foi bastante eficiente na remoc¢do dos polissacarideos de A.
platensis.

Na cromatografia em DEAE-celulose dos PS extraidos de A. platensis foram
obtidas duas fragdes principais com elevada metacromasia, sendo a maior eluida com 0,5 M
de NaCl e a menor eluida com 1,2 M do sal. Por outro lado, o teste de Dubois revelou uma

elevada presenga de agucar apenas na maior fracao (0,5 M), enquanto a menor fragao (1,2 M)
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apresentou um baixo teor glicidico (Figura 6). Este perfil mostrou uma menor relagdo
metacromasia/agucar total na segunda fracao, o que sugere a presenca de polissacarideos com
mais grupamentos sulfato por unidade de agucar. Ja essa relagdo na primeira fragao foi bem
semelhante, sugerindo um polimero com unidades de acgtcar pouco sulfatadas e/ou algumas

unidades sem sulfata¢do o que resultou em uma carga total negativa menor.

Figura 6 — Cromatografia em DEAE-celulose dos polissacarideos sulfatados extraidos da biomassa seca de
Arthrospira platensis.
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Fonte: Autor.
4.3 Administracdo do PS de A. platensis a juvenis de P. vannamei

Os resultados da primeira fase de teste de concentracdo de PS mostrou que a
melhor delas foi a de 120 mg L', utilizada na segunda fase para reduzir os tempos de
exposicao.

A dissolucao dos PS na dgua de cultivo do primeiro lote de camardes resultou na
presenca de uma espuma bastante intensa, principalmente nos tratamentos com as maiores
concentragdes do composto. No entanto, esse fato ndo afetou os animais e nao foi verificada
nenhuma mortalidade durante todo o experimento. Além disso, os parametros da qualidade de
agua (OD, temperatura e amonia total), avaliados duas horas apds o inicio da administragao
dos PS, ficaram dentro dos niveis desejados (Tabela 2) para o cultivo de camardes marinhos

(BARBIERI; OSTRENSKY, 2002) e nao interferiram nos resultados obtidos.
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Tabela 2 — Parametros da qualidade da agua, duas horas apds a administracdo do PS de 4. platensis na agua de
cultivo dos camaroes.

Tratamentos oD T Amonia
(mg L) (mg L) (°C) (mg L)
0,0 6,0+0,6 23,7+1,7 0,8+0,2
60,0 57+04 24,1 £0,5 0,5+0,1
120,0 6,1 £1,0 25,1+1,4 1,0+ 0,1
240,0 55+04 23,7+0,6 0,7+0,1

Fonte: Autor.

4.4 Avaliacao das condigoes de satide de juvenis de P. vannamei

Apos trés horas de imersao na solug¢ao contendo as diferentes concentragdes de PS
de A. platensis, os imunoparametros apresentaram um aumento gradativo a medida que se
elevava a concentracdo dos PS.

Na contagem total de hemoécitos (CTH) nao foi verificada alteragdo nos animais
imersos em 4gua contendo a concentracio de 60 mg L' de PS, em relacdo ao tratamento
controle, com valores de 23,9 £+ 1,7 ¢ 24,2 £ 3,9 x 10° células mL'l, respectivamente (Figura
7). Nas maiores concentra¢des (120 ¢ 240 mg L' de PS) de PS na 4gua de imersdo, os
animais apresentaram uma maior CTH (35,5 £3,4 ¢ 44,5 + 3,6 x 10° células mL'l), sugerindo
uma maior produ¢do de hemocitos, possivelmente porque os PS sdo substancias estranhas ao
organismo dos animais e assim, a maior oferta destes parece ter influenciado diretamente na
circulacao de células para aumentar o combate a um “possivel” agente invasor e migragao
para areas de contato com o agente externo (PS).

Figura 7 — Contagem total de hemdcitos (CTH) em juvenis de camardes marinhos P. vannamei, trés horas apos
banho de imersao com diferentes concentragdes de PS de 4. platensis.
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Em relacdo a concentracdo de proteinas totais da hemolinfa (soro), os animais
submetidos a exposi¢ao aos PS de A. platensis apresentaram um aumento significativo neste
parametro em relagdo ao tratamento sem adicdo de PS, independente da concentragdao
utilizada (Tabela 3), ndo havendo contudo diferenca entre os tratamentos com 120 ou 240
mg/L de PS. A CP mais baixa foi verificada no grupo controle (84,80 + 0,57 mg L de P) e o
valor mais elevado de CP foi observado na concentracdo mais baixa de PS (105,15 + 7,28 mg

L' de P).

Tabela 3 — Pardmetros imunologicos de juvenis P. vannamei trés horas apds a imersdo em agua contendo PS
extraidos de A. platensis.

Concentrag:z‘}:) de PS = Parametro; grzlunologlcos Y
(mg L) (mg L™ (U. min" mg™” de P) (U. min" mg” de P)
0 84,80+ 0,57° 117,22 +2.80° 1,68 + 0,16d
60 105,15+ 7,28* 79,97 + 4,09° 5,04 £0,07°
120 94,80 + 1,13 109,18 + 7,81 2,39 +0,01°
240 93,40 + 4,10 95,65 + 7,22 3,15+ 0,06

'Concentragdo de proteinas totais da hemolinfa; *Atividade da enzima fenoloxidase (PO); *Atividade do inibidor
de proteases « 2-macroglobulina. Letras diferentes representam as diferencas estatisticas. Fonte: Autor.

No presente estudo, a reducao da atividade da PO nos camardes expostos a menor
concentracdo de PS, ou seja, 60 mg L™ (Tabela 3) pode ter sido reflexo do menor namero de
hemocitos circulantes encontrado nos animais deste tratamento (Figura 7) e/ou uma redugao
na producdao celular pelo tecido hematopoiético, j& que os hemocitos ali produzidos
armazenam as moléculas precursoras do sistema PO, entre outras moléculas imuno-efetoras
(BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2014).

A exposicdo dos camardes aos PS de A. platensis na agua pode ter induzido
algumas respostas imunes de forma semelhante a exposi¢do a um patogeno, servindo assim de
imunoestimulante. No entanto, esse efeito nao foi tdo potente e variou com a concentracao de
PS utilizada, com menor atividade da PO na menor concentragio testada (60 mg L) e a partir
da concentra¢io de 120 mg L™ os valores forem semelhantes ao basais dos animais controle.
Estudos posteriores poderiam incluir analises moleculares para avaliar a expressao de alguns
genes imunes para se obter maiores informagdes a respeito do potencial efeito

imunoestimulante dos PS de 4. platensis.

4.4.1 Avaliagdo dos imunopardmetros de P. vannamei em diferentes tempos da exposi¢do dos

camaroes em solu¢do contendo PS de A. platensis
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Com o encerramento da primeira parte do experimento e andlises dos parametros
imunologicos iniciais, verificou-se que animais em banhos de imersdo com PS de A. platensis
a uma concentracio de 120 mg L' apresentaram a melhor imunoestimulacio (Vide
Resultados, item 4.4.1).

Uma vez escolhida a melhor concentragio (120 mg L") de PS, observou-se o
efeito da exposicao dos animais a estes polissacarideos ao longo do tempo, para tal, uma
mesma quantidade de camardes foi exposta a essa concentracdo de PS por um igual periodo
de 3 horas (180 minutos) e nos tempos de 0, 45, 90 e 135 minutos.

Ao longo da reducdo do tempo inicialmente testado (3h) de exposicao dos
camardes em agua contendo 120 mg L' de PS, verificou-se que os valores de CTH variaram
(Figura 8). Logo nos primeiros 45 minutos de exposi¢ao houve uma elevagcdo no numero de
hemocitos circulantes (51,7 + 3,15 x10° células mL™") em relagio ao tempo 0 (17,9 + 3,32
x10° células mL™). O maior aumento de CTH ocorreu quando os animais permaneceram mais
tempo expostos aos PS (180 minutos), sendo verificado 78,5 + 4,77 x10° células mL" no

referido tempo (Figura 8).

Figura 8 - Contagem total de hemécitos (CTH) em juvenis de camardes marinhos P. vannamei ap6s banho de
imersdo de PS de A. platensis na concentragdo de 120 mg L.
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Quanto a concentragao de proteinas na hemolinfa dos camardes, foi possivel notar
que apos 90 minutos de exposicdo ha uma redugdo de proteinas totais na hemolinfa dos
animais (96,89 + 7,45 U. min" mg™ de P), seguido de um aumento gradativo dos valores,
observado com 135 minutos (102,03 + 2,10 caracterizando uma tentativa de retorno aos niveis

basais (Tabela 4), uma vez que em 180 minutos (131,55 + 15,26 U. min" mg" de P), os
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valores nao diferem em relacao ao tempo zero e 45 minutos (121,24 + 7,00 e 128,72 + 9,84 U.

min"' mg” de P, respectivamente).

Tabela 4 — Parametros imunolégicos de juvenis de camardo P. vannamei em diferentes tempos de imersao em
solucdo contendo 120 mg L™ de PS de 4. platensis.

s Parametros Imunologicos
Tempo de.exposu:ao Cp! PO? PPYVE
(min) (mg. L) (U.min.”" mg™) (U.min."! mg™)
0 121,24 + 7,00° 45,16 +4,72° 1,61 +0,12°
45 128,72 +9,84° 41,95+ 6,07 1,86 +0,35°
90 96,89 + 7,45° 65,33 + 6,17 1,78 +0,13°
135 102,03 £2,10° 72,33 + 2,80 3,68 £0,51°
180 131,55 + 1,62° 55,87 +2,40° 2,00 +0,34°

'Concentragdo de proteinas; “Atividade da enzima fenoloxidase; *Atividade da enzima « 2macroglobulina.
Letras diferentes representam as diferencas estatisticas. Fonte: Autor.

Com isso, foram observados que as maiores concentragao de PO, que ocorreram
entre os minutos 90 e 135, diferindo dos demais tratamentos. Com 180 minutos, verificou-se
uma tentativa do organismo dos camardes em retornar aos niveis normais a concentracao de
PO, porém este ainda se encontrava um pouco acima dos valores do tratamento zero minuto.

A exposi¢do dos camardes aos PS de Arthrospira platensis prolongada até 135
minutos, apresenta o maior valor observado da a2-M (3,68 + 0,51 U. min" mg™’ de P) em
relagdo a todos os demais tratamentos (Tabela 4). Com 45, 90 e 180 minutos foram obtidos
valores semelhantes aos observados no tempo zero (1,61 = 0,12; 1,86 + 0,35; 2,00 = 0,34 U.
min"' mg™’ de proteina, respectivamente).

A atividade antimicrobiana do soro retirado dos camardes nos diferentes tempos,
foi observada através da capacidade de inibir o desenvolvimento de V. alginolyticus, assim,
foi possivel observar que ha uma maior necessidade de recrutamento de proteinas para
combater infecgdes nos tempos zero, 45 e¢ 180 minutos, devido a menor circulacdo de PO
nestes momentos (Figura 9). Ja nos tempos 90 e 135 minutos, ha uma menor necessidade por
proteinas (1,51 e 1,59 mg mL", respectivamente) em relacio aos demais tratamentos, isto
mostra que a hemolinfa dos animais nestes tempos se torna mais capaz de combater a uma

possivel infecgdo ao V. alginolyticus.
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Figura 9 - Atividade antimicrobiana do soro dos camardes P. vannamei contra V. alginolyticus, nos diferentes
tempos de imersdo em solugdo contendo 120 mg L™ de PS de A. platensis.
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5 DISCUSSAO

5.1 Tratamento dos efluentes de tilapia pelo cultivo A. platensis

Cultivando A. platensis, sob condigdes iluminacdo artificial e em efluentes de
cultivo de tildpia do Nilo, Coélho (2012) obteve uma densidade celular maxima de
aproximadamente de 6 milhdes de células mL™, nimero este bem superior ao encontrado
neste experimento, entretanto, o ambiente de cultivo foi isolado e mais propicio ao
desenvolvimento da cultura, com um minimo de interferéncia externa.

Para um bom desenvolvimento das culturas, Lourengo (2006) recomenda que
estas sejam mantidas livres de quaisquer agentes contaminantes ¢ predadores, uma vez que
interferem diretamente no crescimento celular e/ou competem por espaco, luz e nutrientes.

Devido a capacidade de tolerar um pH elevado, Markou e Georgakakis (2011),
sugerem a manutencao da cultura de A. platensis em pH elevados, evitando assim a presenca
de agentes contaminantes. Assim, para permanéncia das culturas e continuidade dos trabalhos,
foi adicionado, bicarbonato de sddio no sistema, este por sua vez propiciou a elevagdo do pH
do ambiente de cultivo, fato este que favoreceu ao desenvolvimento da microalga e eliminou
os rotiferos.

Na aquicultura, o nitrogénio ¢ o fésforo sdo os principais residuos gerados
capazes de provocar a eutrofizagdo de corpos hidricos. Algumas medidas para remediar a
acdo destes compostos sdo o uso de bacias de sedimentagdo, biofiltro e o tratamento por
organismos fitoplanctonicos, como medida para atenuar os impactos ambientais causados pela

descarga de efluentes (CYRINO et al., 2010)
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Segundo Markou e Georgakakis (2011), as microalgas desenvolvem-se
aproveitando a energia solar e grandes quantidades de fertilizantes, € o uso de efluentes ricos
em compostos inorganicos, como nitrogénio e fosforo, constituem uma boa alternativa para a
producdo em grande escala. De acordo com Coélho (2012), a microalga A4. platensis quando
cultivada em condig¢des ideais, foi capaz de remover 95,57% e 87,9% da amoénia e do nitrato
presentes em efluentes de tilapicultura, respectivamente.

Derner et al. (2006) afirmam que as microalgas possuem um melhor crescimento
em presenca de amonia. Kumar, Miao e Wyatt (2010) mostraram que a microalga Chlorella
vulgaris removeu mais de 85% de amonia total quando cultivada em efluentes de
suinocultura. J& Bertoldi ef al. (2007) avaliaram o consumo de nitrato pela microalga C.
vulgaris em diferentes solucdes hidropdnicas, constaram taxa de remogdo entre 87 e 80,4% de
nitrato.

Deve-se atentar para o tipo de organismos fitoplanctonico a ser utilizado nessa
producdo, pois cultivos tradicionais, em aguas verdes, sem a identificagdo da espécies
cultivada, a remocao da biomassa ¢ quase impossivel, sendo necessario como forma de
controle a renovagdo superficial da camada de agua (CHUNTAPA; POWTONGSOOK;
MENASVETA, 2003). No entanto, a A. platensis pode ser controlada através de uma simples
remogao por filtragdo, devido a sua formagao em colonias de tricomas, formando filamentos
de maiores dimensdes em relacdo as unidades celulares (MARKOU; GEORGAKAKIS,

2011). Para este fim, € necessario apenas o uso de malhas com abertura de 60 u m.

5.2 Extracio e fracionamento dos polissacarideos sulfatados de A. platensis

Segundo Tayag et al. (2010), o percentual de agucar obtido de A. platensis pelo
método do extrato quente aquoso, sem a precipitacdo alcodlica, foi de 15,8%, valor bem
inferior ao encontrado neste trabalho. Dessa forma, a modificacio da metodologia de
extracdo, através da adicdo de etanol absoluto gelado ao extrato aquoso para a precipitagao
dos PS, resultou em um aumento bastante significativo no teor de actcar total do extrato
bruto. Aubrey (2006) relata que o extrato quente aquoso de A. platensis possui polissacarideos
compostos, principalmente, por ramnose, frutose, galactose e glicose, semelhante ao obtido
por Tayag et al. (2010) que observaram um polimero rico em ramnose ¢ frutose, utilizando a

mesma metodologia de extracao da autora.
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5.3 Avaliacao de alguns imunoparametros em juvenis de P. vannamei imersos em agua
contendo polissacarideos sulfatados de A. platensis

O uso de substancias potencialmente imunoestimulantes na racao de camardes ou
ministrado como banho de imersdo pode ser uma boa ferramentas para melhorar o
funcionamento do sistema imunoldgico de camardes. A correta utilizacdo da relagdo
dose/resposta melhora o desempenho zootécnico, bem como a resisténcia a patdgenos como
virus, fungos e bactérias. Além disso, a existéncia de uma grande variedade de compostos
imunomoduladores, obtidos das mais variadas fontes, e a disparidade dos resultados devida a
grande variacao dos valores basais dos imunoparametros (BARRACCO; PERAZZOLO;
ROSA, 2014), reforcam a necessidade de uma constante investigacdo da agdo desses
compostos nos diferentes estagios de vida dos camardes marinhos.

A utilizagdo de parametros hematologicos e bioquimicos para a avaliacdo do
estado de satide de organismos sdo ferramentas comumente empregadas dentro da medicina
humana e veterinaria. Na carcinicultura, as ferramentas indicadoras de saude sdo os
parametros hemato-imunologicos, dentre eles os mais empregados sdo: hemograma, atividade

da enzima PO, atividade do inibidor de proteases « 2-macroglobulina, indice fagocitico,

producao de ROI’s (espécies reativas de oxigénio, do inglés, reactive oxygen intermediates) e
capacidade hemaglutinante da hemolinfa (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2014). No
entanto, existe uma dificuldade em se estabelecer valores de referéncia desses parametros
devido a grande variabilidade encontrada nos animais, mesmo se tratando de uma mesma
populagdo, sexo e estagio de desenvolvimento.

Recentemente, o uso de um extrato de A. platensis via banho de imersao em
camardes P. vannamei apresentou uma atividade imunoestimulante, resultando em um
aumento na resisténcia contra o V. alginolitycus (TAYAG et al., 2010).

De forma geral, o nimero total de hemdocitos circulantes pode ser considerado
uma ferramenta importante para a avaliar as condi¢des gerais de saude e estado imunoldgico
dos crustaceos (SMITH; BROWN; HAUTON, 2003).

Segundo Tayag et al. (2010), a utilizacdo de um extrato obtido de 4. platensis em
camardes ¢ uma forma de estimular o sistema imunoldgico de camardes. Os autores
mostraram que os animais submetidos a uma concentracio de 400 mg L™ do extrato, via
banho de imersdo, apresentaram um aumento de 55% na CTH, apds trés horas de exposicao.
Chang et al. (2012), observaram que apos a administracao de diferentes concentragdes de

zingerona, um composto derivado do gengibre (Zingiber officinale) na dieta de camardes P.
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vannamei, ndo sendo possivel constatar diferenca significativa na quantidade de hemocitos
circulantes entre os tratamentos, mesmo, o composto apresentando influéncia direta em outros
parametros hematologicos.

Quando alimentados com racao comercial adicionada de 0,6% de biomassa seca
de A. platensis, camardes P. vannamei apresentaram valores similares ao deste experimento
em numero de hemocitos circulantes, 35,7 = 5,5 x 10° células mL"! (MILANEZ, 2014).
Rodrigues (2012) ao adicionar 0,5% de PS de 4. platensis na dieta de camardes P. vannamei,
ao final de 14 dias de alimentacao, observou um aumento de 28% no nimero de hemocitos
circulantes (39,3 £ 3,5 x 10° células mL'l) em relacdo ao tratamento sem os PS, os valores
estes, também aproximados ao observado neste trabalho na concentra¢io de 120 mg L de PS
de A. platensis dissolvidos na agua.

Quando da imersao de camardes P. vannamei em solugcdo contendo diferentes
concentracdes de carragenana purificada (0, 200, 400 ¢ 600 mg L), Chen et al. (2014)
observaram a influéncia deste composto no aumento do numero de hemocitos circulantes apds
trés horas de exposi¢do. Entretanto, ao longo do experimento, os autores observaram também,
que esse aumento ocorre de forma gradativa, com 1 hora de exposi¢do e que apods 5 horas,
devido ao potencial ndo letal da substancia, esses valores tendem a reduzir.

Ozo6rio (2013), ao adicionar 1% de PS da microalga rodoficea Porphyridium
cruentum a dieta de camardes, observou 36,9 + 3,6 x 10° células mL™' de hemocitos
circulantes. J& Cantelli (2009), encontrou valores pouco abaixo dos citados anteriormente,
quando adicionou os PS da macroalga rodoficea Gracilaria birdiae na dieta de camardes, ja
Fu et al. (2007), encontraram um aumento de, aproximadamente, 23% na CTH de camardes
alimentados com extrato de Gelidium amansii adicionada a dieta destes animais.

Os resultados da CTH apos a administragdo do extrato da macroalga G. amansii,
via banho de imersdo, resultou em um aumento significativo no nimero de hemdocitos dos
camardes expostos as concentracdes de 400 e 600 mg L™ do extrato na 4gua, semelhante aos
resultados encontrados por Lin ef al. (2010) e Yeh et al. (2010).

A acdo imunoestimulante desses compostos sobre os hemogramas de camardes ¢
muito controversa e de dificil comparagdo, devido as diferentes metodologias aplicadas, bem
como, as substancias utilizadas.

Yeh et al. (2010) submeteram P. vannamei a um banho de imersao com o extrato
obtido da macroalga marinha vermelha Gracilaria tenuistipitata apds um estresse salino. Os

autores observaram que os animais expostos a concentracdo de 600 mg L' do extrato da
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macroalga apresentaram uma maior capacidade de manter estdvel o nimero de hemocitos
circulantes, mesmo seis horas apos o estresse.

Yeh; Lee e Chen (2006) também avaliaram os imunoparametros de P. vannamei
desafiados com o Vibrio alginolyticus, apds a administracdo do extrato obtido da macroalga
marinha parda Sargassum duplicatum, por meio do banho de imersdo, injecao e oral. Os
autores concluiram que, em todos os tratamentos, o numero de hemocitos circulantes
aumentou significativamente com aumento da concentragao do extrato na agua, independente
da forma de administragao.

A determinagcdo do hemograma em crustaceos ¢ uma ferramenta importante na
avaliacdo do estado de satde destes animais. Essa técnica reflete usualmente a presenca de
alteragdes fisioldgicas como, por exemplo, a ecdise, idade e sexo, além de alteragdes de
origem ambiental, tais como a variagdo de salinidade, temperatura ¢ hipoxia (CUELLAR-
ANIJEL, 2014).

O primeiro passo para desencadear qualquer reagcdo imunologica € o
reconhecimento da presenca de um corpo estranho ao do hospedeiro. Assim, os invertebrados
como o camardo, conduzem a ativacdo de diferentes respostas imunologicas a fim de
controlar e eliminar as infeccdes (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2014).

Nas proteinas plasmadticas cerca de 90 a 95% destas, corresponde ao pigmento
respiratorio hemocianina, o restante cerca de 5 a 10%, compreendem, entre outras, as
proteinas imunologicas (PERAZZOLO et al., 2011).

Cantelli (2009) observou que a concentragdao de proteinas totais ndo variou entre
os animais tratados ou ndo com o PS da alga marinha vermelha Gracilaria birdiae e
desafiados ou nao com o virus da mancha branca (WSSV). Porém a CP apresentou um ligeiro
aumento para os camarodes nao tratados com PS e desafiados com o virus para o terceiro dia
apos a infeccdo (63,56 + 9,42 mg L). De forma semelhante ao 14° dia apds a infecgio a CP
(80,6 + 17,20 mg L") se mostrou maior para esse mesmo tratamento, no entanto, inferiores
aos valores obtidos no presente estudo. Costa (2008) cita valores mais altos, variando de
105,5 a 141 mg L™, para animais desafiados com o IMNV.

A melanizagdo ¢ causada pela ativagao do sistema profenoloxidase, trata-se de um
potente mecanismo de defesa do sistema imune inato, possui um papel fundamental na
eliminagdo de patdogenos (CERENIUS; SODERHALL, 2004; BARRACCO; PERAZZOLO;
ROSA, 2014; SANGSURIYA et al., 2016).
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O papel imunolégico do sistema proPO ¢ gerar transitoriamente moléculas
altamente toxicas, que levam a destruicao dos patogenos e invasores, mas que também podem
danificar o tecido do hospedeiro (CERENIUS; SODERHALL, 2004).

A atividade da enzima PO ¢ um imunoparametro comumente utilizado para
avaliar o estado de satide de camardes (RODRIGUEZ; LE MOULLAC, 2000). Quando o
organismo ¢ infectado por patogenos, esses corpos estranhos se ligam diretamente aos
hemocitos granulares ou através de proteinas de reconhecimento padrao (PRPs) plasmaticas
que medeiam a ligacdo aos hemocitos e, estes, induzem a uma degranulagdo ou exocitose
regulada para liberar varias moléculas efetoras, entre elas as do sistema proPO (BARRACCO,
PERAZZOLO; ROSA, 2014).

O uso do extrato da planta Gynura bicolor, adicionado na dieta do camarao P.
vannamei por 28 dias, mostrou um aumento gradativo da producao da enzima PO ao longo
dos dias, muito influenciado pelo aumento do nimero de hemécitos circulantes (WU et al.,
2015).

Lin et al. (2010) verificaram que os valores da atividade da enzima fenoloxidase
nos camardes P. vannamei aumentou proporcionalmente com a elevagao da concentracdo do
extrato de A. platensis na agua.

Tayag et al. (2010) avaliaram a administragao do extrato de A4. platensis via banho
de imersao e injecao em camardes marinhos P. vannamei desatiados com V. alginolyticus e
verificaram que houve um aumento significativo na atividade da PO, independente da forma
de administragdo, nas concentragdes mais altas do extrato, principalmente no caso do banho
de imersao.

A ativagdo do sistema proPO deve ser regulada na inten¢ao de evitar uma ativacao
indesejada ou generalizada, que pode causar grandes danos ao préoprio hospedeiro, como
reacgoes citotoxicas e deletérias em células do hospedeiro. Para isso os animais possuem uma
série de moléculas que contribuem para uma regulagdo negativa de reagcdes de melanizagdo e
os inibidores de serino-preoteases (SPIs), tais como a pacifastina e a « 2-macroglobulina
(CERENIUS; LEE; SODERHALL, 2008; SANGSURIYA et al., 2016). Esses inibidores da

familia das « -macroglobulinas também sdo capazes de inibir proteases exogenas produzidas

pelo patdégeno durante o processo infeccioso (ARMSTRONG, 2006).

A« 2-macroglobulina ¢ um inibidor de proteases bastante importante para o

sistema imunologico dos animais, por atuar em amplo espectro, e por inibir tanto as proteases

do proprio hospedeiro como as produzidas por agentes patogénicos durante um processo
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infeccioso, além de ter sua producdao constante no interior das células dos camardes
(JIRAVANICHPAISAL; LEE; SODERHALL, 2006; AMPARYUP; CHAROENSAPSRI;
TASSANAKAIJON, 2013).

Estudos que analisaram a expressdo génica da « 2-M mostraram que a sua

expressao foi aumentada 48 h apos o desafio com virus (TONGANUNT et al., 2005) ou apds
o tratamento dos animais com LPS e PGs bacterianos (VASEEHARAN et al., 2007; LIN et
al., 2008).

A administracao de imunoestimulantes herbais ¢ segura, ambientalmente correta,
e significa uma alternativa para o combate de enfermidades pelas industrias na aquicultura
(WU et al., 2015). Estudos prévios, mostraram que dietas contendo extratos das algas
vermelhas G. amansii, G. tenuispitata e zingerona foram capaz de aumentar a imunidade de
P. vannamei frente a desafios com vibrio (CHANG et al., 2012; FU et al., 2007; HOU;
CHEN, 2005).

Cerenius et al. (2010), observaram que o soro do lagostim Pacifastacus
leniusculus exibiu um forte efeito antibacteriano in vifro contra as bactérias Aeromonas
hydrophila, Escherichia coli e Streptococcus pneumoniae. O extrato da macroalga G.
tenuistipitata, vem sendo estudado como um potencial de promover o aumento da imunidade
em camardes P. vannamei, bem como, no combatente a infec¢des provocadas por V.
alginolyticus (HOU; CHEN, 2005; YEH; CHEN, 2009).

Lin et al. (2011) verificaram que este mesmo extrato, também possui um efeito
sobre infecgdes virais, onde camardes P. vannamei imersos em solucao contendo 600 mg L'
do extrato de G. tenuistipitata, além de apresentarem ativacao de seus sistemas imunoldgicos,
foram capaz de resistir a infeccdes provocadas pelo WSSV. Os autores salientam que muito
desse efeito se deve aos polissacarideos presentes no extrato, que podem favorecer a
resisténcia dos animais, porém, com a caracteristica de ser dose dependente.

Huynh et al. (2011) observou que o extrato da macroalga Sargassum hemiphyllum
var. chinense, ¢ rico em polissacarideos contendo grandes propor¢des de fucose e
polissacarideos sulfatados, ¢ que estes quando na concentra¢io de 300 mg L' foram capaz de
promover maior resisténcia aos camaroes testados, quando desafiados contra WSSV.

Parametros ambientais também tendem a conduzir a imunomodulacao dos
mecanismos de defesa de camardes. Lin et al. (2012) testaram a variagao de salinidade (2,5 a
35 ppt de salinidade), frente aos parametros imunologicos do camarao P. vannamei e contra
infeccoes por V. alginolyticus e WSSV. Os autores observaram que a medida que a salinidade

tende a decrescer os parametros como numero total de hemocitos e a PO, e a resisténcia a
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agentes patogénicos como V. alginolyticus ¢ WSSV, também tendem a diminuir, prejudicando
os mecanismos de defesa do animal. As perturbagdes ambientais como a redugdo da
salinidade, ou uma possivel infecgdo, geram um gasto energético excessivo no sistema
imunologico dos animais na tentativa de controlar as reacdes que se sucedem (LIN et al.,

2012).
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6 CONCLUSAO

Pode-se observar durante o cultivo da microalga Arthrospira platensis, em
efluente dos cultivos de tilapia do Nilo (O. niloticus), que esta mostrou-se extremamente
adaptavel ao cultivo externo, sendo possivel manter a cultura, além de consumir de forma
bastante eficiente os nutrientes dissolvidos no efluente. Apresentou ainda uma excelente
producao de biomassa, possibilitando um alto rendimento de PS.

A introducdo da precipitagdo alcodlica a metodologia, incrementou
significativamente o percentual de agucar no extrato da microalga, sendo possivel em seguida,
realizar o fracionamento dos PS, com duas fragdes principais com alta atividade
metacromatica e diferentes teores de actcar.

A exposi¢cdao dos camardes, Penaeus vannamei aos PS de Arthrospira platensis,
mostrou que a concentracio de 120 mg L' foi a mais indicada para uso como
imunoestimulantes, pois além de elevar os niveis de hemocitos circulantes, manteve a
atividade basal do sistema PO, sem ter a necessidade de regulacao pela 02-M.

Esta imunoestimulacdo foi comprovada ao longo do tempo de exposi¢do, sendo
verificado a existéncia de variacdo dos parametros hematologicos, mostrando o tempo de
maior circulagdo das moléculas imunoefetoras, sendo esta comprovada com um combate mais
efetivo da V. alginolyticus, nos tempos de 90 e 135 minutos.

A presenca dos PS da microalga Arthrospira platensis dissolvidos na agua de
cultivo de camardes marinhos Penaeus vannamei, mostrou a capacidade destes compostos em
potencialmente induzir a uma imunoestimula¢do, tornando benéfica sua presenga aos
camardes, entretanto, a forma de administragdo deve ser avaliada como via de implementar

este composto em cultivos comerciais de camarao.
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