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RESUMO

Neste estudo, diferentes doses do extrato bruto do polissacarideo sulfatado
da alga marinha Solieria filiformis foram usados na alimentacdo de camardes e o
efeito de dietas com diferentes concentragdes foi avaliado no intuito de se
incrementar a sobrevivéncia em camarbes Litopenaeus vannamei infectados com
o virus da mionecrose infecciosa (IMNV). A alga marinha Solieria filiformis foi
coletada na Praia do Pacheco, Caucaia, Ceara, Brasil. O Polissacarideo Sulfatado
Bruto (PSB) foi obtido por digestdo com papaina e estocado a temperatura
ambiente para uso posterior. O PSB foi incorporado em 4 dietas teste isoprotéicas
que foram produzidas pela DISPA Industria de Ragdes S.A. (Maracanau, Ceara,
Brasil) e formuladas para conter 35% de proteina e 8% de lipideos. Todas as
dietas apresentaram a mesma composicio exceto para o nivel de PSB adicionado
para conter 0, 4, 8 e 12 g.kg™ de dieta. Camarées infectados por IMNV coletados
em fazendas comerciais foram homogeneizados em solucdo salina (1:1, v/v) a 4°C
e utilizados em processos de contaminacdo de individuos aparentemente sadios.
Um grupo de 200 camarbes foi selecionado e dividido aleatoriamente em 5
subgrupos e cada subgrupo foi subdividido em 4 repeticbes. Dez juvenis para
cada repeticdo foram estocados em um tanque de 40 L com agua do mar €
aeracdo constante. A renovacdo diaria foi de 25%. As dietas testes foram
ofertadas por 4 dias antes das alteracdes dos camardes. No 5.° dia, os camardes
foram alterados por incubacdo da solugéo viral por 8 h com excegdo para um
controle ndo infectado (CNI). Esse concentrado viral causou mortalidade no
controle infectado (Cl) e nos tratamentos entre 0 5.° e 8.2, ap6s a infeccdo viral. As
dietas testes foram ofertadas continuamente por mais 15 dias. A taxa de
alimentacéo variou entre 5-7% do peso corporeo e foi ajustada de acordo com a
resposta alimentar dos camarbes em cada tanque. Os resultados sugerem uma
possivel funcdo antiviral do PSB da alga marinha Solieria filiformis, pois sua
incorporacao em dietas aumentou a resisténcia ao IMNV em camardes

Litopenaeus vannamel.



USO DE UM POLISSACARIDEO SULFATADO EXTRAIDO DA ALGA
MARINHA Solieria filiformis COMO IMUNOESTIMULANTE NO CAMARAO
MARINHO Litopenaeus vannamei.

Tarcisio Barbosa Lima Junior

1 - INTRODUCAO

Durante as trés dultimas décadas, a aquicultura tem se expandido,
diversificado, intensificado e tido avancos tecnolégicos. O desenvolvimento desta
atividade de reconhecido potencial € capaz de incrementar a producdo de
alimentos, reduzir a pobreza e melhorar a subsisténcia rural. A declaracdo de
Bangkok enfatiza a necessidade do setor aquicola continuar a se desenvolver com
potencial maximo, tendo uma contribuigao liquida para a viabilizacdo do alimento no
mundo, da seguranga alimentar doméstica, do crescimento econdémico e do
incremento dos padroes de vida de populagdes carentes (FAO, 2002a).

Segundo as estaticas da FAO, a contribuicdo da aquicultura para o
suprimento global de peixes, crustaceos e moluscos tem apresentado crescimento
continuo, tendo tido um aumento na participagdo da producdao mundial de pescado
da ordem de 3,9% em 1970 para 27,3% em 2000 (FAO, 2002a), o que significa
dizer que a aqiicultura estd crescendo mais rapidamente que todos os outros
setores de produgao animal.

Mundialmente, o setor tem crescido a uma taxa média composta de 9,2% ao
ano desde 1970, comparado com somente 1,4% para as capturas de pescado e
2,8% para a pecudria. Em 2002, o volume de producgédo alcancou cifras de 39,8
milhées de toneladas, representando um faturamento de U$ 53,8 bilhdes (FAO,
2002b). O Brasil comeca a despontar no cendrio mundial, tendo no periodo entre

1998 e 2002, evoluido da 21.2 para a 17.2 posigao.



O Brasil, tendo a regido Nordeste como a principal area de produgédo, vem se
consolidando no cenario mundial como um dos principais paises exportadores de
camarao marinho. Nos Udltimos 05 anos, as exportagdes brasileiras passaram de
4.800 toneladas (cerca de 5% do camarado exportado era oriundo da pesca) em
2003, representando um crescimento no periodo de aproximadamente 1.160%.
Em 2003, as exportacées brasileiras de camardo marinho alcancaram cerca de U$
2445 milhdes, sendo mais de 95% oriundos das fazendas de camardo marinho
localizadas na regido Nordeste do Brasil, conferindo-se, regionalmente, a este
produto o segundo lugar na pauta de exportacdo de produtos agricolas. O estado
do Ceara despontou, no ano de 2003, como o principal exportador de camarao
marinho do Brasil, gerando em divisas U$ 80,9 milhdes referentes as 20.100
toneladas exportadas.

Estes niveis de crescimento, obrigatoriamente associados ao aumento das
areas de cultivo e aos processos de intensificacdo, compromete a sustentabilidade
ecolégica das fazendas de camarao devido aos langamentos de efluentes ricos em
nutrientes nas aguas costeiras, podendo resultar na deterioracdo da salde dos
ecossistemas, comprometendo a rentabilidade deste importante agronegécio (ENG
et al. 1989; NAYLOR et al., 1998). Um outro problema crescente para a industria do
camarao marinho cultivado tem sido os problemas com doengas em muitos paises
da Asia, da América Central e Latina. Grande parte dos problemas com doencas
tem origem viral e é exacerbadas em ambientes com qualidade de agua inferior,
fazendas com altos niveis de intensificacao, altas concentracdo de fazendas em um
ambiente limitado e producao de efluentes (KAUTSKY et al., 2000). Por esse motivo
principal, esta industria, de forma continua e crescente, é pressionada por 6rgaos
ambientais e organizagdes ndo governamentais (ONGs), no sentido de reduzir as
descargas de nutrientes e de sélidos suspensos, minimizando o efeito das
enfermidades. A¢des deste tipo poderiam tornar a atividade ainda mais viavel e
lucrativa, tornado a carcinicultura marinha ecologicamente correta.

Finalmente, para se continuar tendo um crescimento sustentavel da industria
de camardes -cultivados, reduzindo de forma aceitavel os problemas com

patégenos, é essencial entender que uma unica agdo ou estratégia ndo podera



garantir uma solugdo e que, na realidade, um conjunto de técnicas serdo
necessarias, incluindo a manipulacdo do ambiente de cultivo (HAUTON et al.,
2000), provavelmente, através da adogéo do conceito de aquicultura integrada, uso
de probidticos como material de rotina durante os cultivos (GATESOUPE, 1999) e
uso de imunoestimulantes e outros compostos nas fases criticas de crescimento de
camardes cultivados.

BROCK (1988) relatou a necrose muscular idiopatica (IMN) no camaréao da
Malasia, Macrobrachium rosenbergii, caracterizando-a como doenga de origem néo
infecciosa, associando a IMN ao estresse das condicées de cultivo devido aos
baixos niveis de oxigénio dissolvido na &gua, extremos de temperatura ou
salinidade.

No Nordeste do Brasil, principalmente nos estados do Piaui e Ceara, durante
0os periodos chuvosos dos anos de 2003 e 2004, tem se verificado uma forte
incidéncia de IMNV em camardes cultivados Litopenaeus vannamei, resultando em
baixos indices de sobrevivéncia em, praticamente, todas as fazendas,
independentes das praticas de manejo, do nivel de intensificacdo, fonte de pés-
larvas e qualidade nutricional das ragdes. Estudos realizados por LIGHTNER et al.
(2004) indicam que esta patologia tem natureza viral, tendo sido denominada de
virus da mionecrose infecciosa (infectious myonecrosis virus — [MNV),
apresentando o virus um formato esférico com 40 nm, genoma de RNA e
pertencendo a familia Totiviridae.

Para a reducdo do estresse, a industria do camarao tem utilizado antibiéticos,
imunoestimulantes e diversos tipos de aditivos alimentares (carotendides, algas em
po, Spirulina, vitamina E e vitamina C), objetivando ofertar uma dieta adequada para
manter a sanidade dos camardes cultivados. Bacterioses podem ser controladas
com antibiéticos, mas o uso de antibiéticos representa um perigo ambiental e a
difusdo de organismos resistentes aos antibiéticos. Adicionalmente, o uso de
antibioticos possui eficiéncia reduzida contra os virus (ALDAY-SANZ et al., 1998).

Peptideoglicanos, glucanos e lipopolissacarideos sao frequentemente,
preparados a partir da parede celular de fungos, leveduras ou bactérias néo
patogénicas (SUNG et al., 1994; BOONYARATPALIN et al., 1995; SUNG et al.,



1996; SONG et al., 1997; ITAMI et al, 1998; SCHOLZ et al., 1999; CHANG et al.,
2000; TAKAHASHI et al. 2000).

Peptideoglicanos sdo fragmentos obtidos da parede de organismos que
conferem aos animais mais resisténcia as infecgbes microbianas, camarées
marinhos cultivados alimentados com peptideoglicanos respondem a uma
imunoestimulacdo da mesma forma que a uma agressdo microbiana. O B-1-3-
glucano tem sido utilizado com sucesso como imunoestimulante para incrementar a
resisténcia de camardes contra infec¢des virais ou bacterianas. Itami et al. (1998)
reportaram que a administracdo de dieta de peptideoglicanos (B-1-3-glucano)
incrementa a resisténcia de Marsupenaeus japonicus contra vibrioses. Usando um
glucano diferenciado, B-1-3-1-6-glucano, extraido da parede celular de leveduras,
SUNG et al. (1998) demonstraram o incremento da resisiéncia de Penaeus
monodon contra a infeccdo por vibrioses e pelo virus da sindrome da mancha
branca (WSSV).

O uso de polissacarideos sulfatados como ferramenta imunoestimulante em
estudos relacionados com o mecanismo de defesa de camarbes marinhos
cultivados é reduzido. Segundo SRITUNYALUCKSANA et al. (1999), a laminarina
um polissacarideo sulfatado encontrado na alga Laminaria digitata, em
concentragdes entre 0,4 e 0,8%, nao foi capaz de ativar profenoloxidase de
Penaeus monodon em ensaios in vitro.

O tratamento de juvenis de camardes Litopenaeus vannamei por imersao em
uma solucdo contendo um polissacarideo sulfatado, exiraido da microalga
cianoficea Cyanotheca sp, incrementou a produgdo de anion superdxido e a
atividade da enzima superéxidase dismutase tanto em hemécitos como no tecido
muscular dos animais (CAMPA-CORDOVA et al., 2002).

A administracdo de fucoidana, um polissacarideo sulfatado extraido da alga
Sargassum polycystum, foi capaz de reduzir substancialmente o impacto da
infeccdo causada pelo virus da sindrome da mancha branca (WSSV) em P.
monodon. Segundo CHOTIGEAT et al. (2004), dez dias ap6s a infecgéo contra o
WSSV, camardes com peso entre 5-8 g e alimentados com 400 mg.kg™" de peso

corpéreo e camardes com peso entre 12-15 g e alimentados com 200 mg.kg™ de



peso corporeo tiveram taxas de sobrevivéncia maximas de 46 e 93%,
respectivamente. Neste sentido, o uso de substancias imunoestimulantes na dieta
representa perspectiva promissora como procedimento profilatico, pois podem
favorecer de alguma forma os mecanismos de defesa (SAKAI, 1999).

Especificamente para o estado do Ceara, apesar de um incremento da area
de produgao de 49,9%, comparando os anos de 2002 e 2003, e de tendéncia
semelhante em 2004, a produgdo de camardes cultivados (utilizando como
referéncia o camarao exportado) tem apresentou forte queda quando se faz uma
comparacgao entre os anos de 2003 e 2004, o que significa reducdo das niveis de
produtividade devido ao virus da mionecrose infecciosa — IMNV (ROCHA et al.,
2004).

Nesse estudo foi verificada a capacidade imunoestimulante do
Polissacarideo Sulfatado Bruto (PSB) extraido da alga marinha Solieria filiformis em
juvenis de camardes marinhos, Litopenaeus vannamei, submetidos a exposi¢ao por
extratos de camardes infectados com o virus da mionecrose infecciosa (IMNV) com

o intuito de se incrementar a sobrevivéncia dos mesmos.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta da alga e extracdo do Polissacarideo Sulfatado Bruto (PSB) da

alga marinha Solieria filiformis

A alga marinha Solieria filiformis foi coletada na Praia do Pacheco,
Municipio de Caucaia - Ceard, durante a maré baixa. Em seguida, a mesma foi
transportada em saco plastico até o Laboratério de Bioquimica Marinha
(DEP/CCA/UFC), sendo cuidadosamente lavada com agua destilada para retirar
sais e separa-la das epifitas. Apés a limpeza, a alga foi desidratada a luz solar e
cortada em pequenos pedagos para, posteriormente, ser submetida ao processo

de extragao.

Para extracdo, amostras da alga seca e triturada foram hidratados com 100
mL de tampéao acetato de sédio 0,1 M, pH 5,0 + cisteina 5 mM e EDTA 5mM. Em
seguida, foram adicionados 7 mL de uma solugado de papaina bruta (30 mg/mL)
para digerir o tecido da alga, sendo a mistura incubada em banho-maria a 60°C
por 24 horas. Ap6s esse periodo, o material foi filtrado em tela de 60 p,
centrifugado a 15.000 rpm e, ao sobrenadante, foram adicionados 6,4 mL de
cloreto de cetilpiridinio (CPC) a 10% para a precipitagdo dos polissacarideos
presentes na mistura por, no minimo, 24 horas a temperatura ambiente. Logo
apos a precipitacdo, os polissacarideos sulfatados foram lavados com 200 mL de
CPC 0,05% sendo, em seguida, dissolvidos em 70 mL de cloreto de sédio 2
M:etanol absoluto (100:15;v/v) em banho-maria (60°C) e submetidos a uma nova
precipitacdo por, no minimo, 24 horas a 4°C através da adi¢ao de mais 122 mL de
etanol absoluto. Em seguida, o material foi centrifugado e submetido a duas
lavagens com 200 mL de etanol a 80% e uma com 120 mL de etanol absoluto.
Apoés esta etapa, os polissacarideos sulfatados foram entdo levados a estufa a
60°C, por um periodo aproximado de 24 horas para secagem e obtengdo do
extrato bruto total de acordo com FARIAS et al (2004). Um esquema mostrando
todos os passos da extracdo por este método estd apresentado no fluxograma

abaixo. (Figura 1).



Figura 1: Fluxograma de extragdo de Polissacarideos Sulfatados.
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Figura 2: Alga marinha Solieria filiformis
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2.2. Dietas-teste

Para o procedimento experimental, 4 dietas-teste foram produzidas pela
DISPA Industria de Ragdes S.A. (Maracanad, Ceard, Brasil), tendo sido
formuladas para conter 35% proteina e 8% de gorduras. Todas as dietas-teste
apresentaram a mesma composi¢ao, exceto para o nivel de PSB adicionado para
conter O (Controle Infectado — Cl — e Controle Nao-Infectado — CNI), 4, 8 e 12 g de
PSB/kg de dieta-teste. O Polissacarideo foi incorporado na ragdo umedecida com
agua destilada e misturado manualmente. Apés a incorporacao ou ndo do PSB, as
dietas-teste em estado umido foram submetidas a peletizagéo, fazendo-se uso de
um moinho de carnes adaptado para esse processo. Em seguida, as dietas-teste
peletizadas foram submetidas a secagem em estufa a 40 °C por 48 h e,
posteriormente, utilizadas no procedimento experimental.

Desta forma, com base em uma alimentagdo de 5% do peso corpéreo do
camarao, para as concentracdes de 4, 8 e 12 g de PSB/kg de dieta-teste, a oferta
diaria de PSB incorporado na dieta foi 0,2, 04 e 0,6 g.kg' de camarao,

respectivamente.

2.3. Preparacdo do extrato viral

Camardes infectados com o virus da mionecrose infecciosa (IMNV),
apresentando opacidade do musculo estriado abdominal, foram coletados de
fazendas de camardes localizadas em Camocim, Ceara, Brasil. Os camarbes
infectados com o IMNV foram homogeneizados em solugdo salina (1:1, p/v), a 4
°C. O sobrenadante foi filtrado através de uma membrana 0,45um e o contetdo
filtrado foi diluido na agua dos aquarios na proporcao citada através de tubos de

ensaios.



Figura 3: Racdes com 4, 8 e 12 g de PSB/kg de dietas-teste.

Fonte: Tarcisio B. lima Junior e André Luiz F. de Souza
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2.4. Delineamento Experimental

Camardes marinhos do Pacifico, Litopenaeus vannamei, aparentemente
saudaveis, foram obtidos na fazenda de camarées marinhos Aquaclara Ltda,
localizada no municipio de Paraipaba, Ceard, Brasil, e transportados em caixas
isotérmicas para o Laboratério de Aquicultura (DEP/CCA/UFC), tendo sido
mantidos durante duas semanas em tanques de 2.000 L para aclimatacéo.

No Laboratério de Aquicultura (DEP/CCA/UFC), foram selecionados 200
camardes com peso médio corporeo inicial de 4,5 £ 1,0 g. Os camarées foram
divididos em cinco grupos: 0 (Cl e CNI), 4, 8 e 12 g de PSB/kg de dieta-teste. Para
os grupos controle e tratamentos, utilizou-se quatro repeticoes com dez individuos
por repeticdo. As repeticdes foram realizadas em aquarios de 40 L com agua do
mar e aeragao constante. A taxa de renovacao de agua foi em torno de 25% ao
dia.

Durante os primeiros quatro dias do procedimento experimental, os
camardes foram alimentados normalmente com as dietas-teste desenvolvidas. No
5° dia, os camardes foram infectados com o extrato viral por 8 horas, com excegao
do CNI. A infecgdo pelo virus causou a morte de camardes apds 5-8 dias do
procedimento de infeccdo viral. As dietas-teste foram ofertadas continuamente por
15 dias. Os camardes foram alimentados 2 vezes ao dia, as 09:00 e as 14:00. A
taxa de arragoamento variou entre 5-7% do peso médio corpéreo e foi ajustada de
acordo com a resposta alimentar dos camarées em cada aquario. Os restos
alimentares e os excrementos eram sifonados depois da alimentacdo. (Durante o
processo de alimentagcao, a temperatura da agua permaneceu entre 29-31° C, a
salinidade de 28-30 ppm e o pH 7,7-8,2.)
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2.5. Crescimento e sobrevivéncia

A taxa de crescimento foi expressa como a diferenga entre o peso corpéreo
no inicio e no final do experimento, tendo sido expressa como o Coeficiente de
Crescimento Diario (CCD, %) de acordo com a equacéo a seguir (BUREAU et al.,
2000):

CCD = 100 X [(peso final)"® — (peso inicial)®/dias de cultivo. A
sobrevivéncia foi calculada pela diferenga entre o nimero de animais vivos no

inicio e no final do experimento.

2.6. Coleta de hemolinfa e preparacido do soro

Para a coleta da hemolinfa, os camarbées foram secos com papel toalha e
uma agulha acoplada a uma microseringa foi inserida na base do 5.° par de
pereépodos. Para a preparacédo do soro, foram retirados 50uL de hemolinfa por
camarao (3 camarfes por repeticdo) e, imediatamente, diluidos em 450uL de
solugdo de Elsevier (100mM glicose, 20 mM NaCl e 30mM citrato de sodio, pH
7,2). Posteriormente, as amostras obtidas foram centrifugadas a 2000 x g por 30

minutos. O soro (sobrenadante) foi utilizado para analise posterior.

2.7. Concentracdo de proteina no soro

A concentracdao de proteina total do soro dos camarbes foi determinada
usando o método de BRADFORD (1976). A albumina sérica bovina foi utilizada

como proteina padrao.

2.8. Atividade hemaglutinante

Testes de hemaglutinagdo foram feitos usando uma suspensdo a 2% de
eritrécitos de coelho tratados com tripsina de acordo a metodologia descrita por
AINOUZ et al. (1992). Para cada soro testado, diluicbes seriadas com duas
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repeticoes foram feitas usando a solugcdo de Elsevier. Um igual volume da
suspensao de eritrécitos a 2% foi adicionado para cada diluicdo. Depois de 1 hora
a temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas a 2000 x g por 30 s e o
grau de aglutinacdo macroscoépica foi observado. A atividade hemaglutinante foi

expressa como a concentragédo minima de proteina capaz de causar aglutinagéo.

2.9. Especificidade por acticares

A especificidade por acucares da atividade hemaglutinante foi realizada
fazendo-se uso de acgucares e de polissacarideos de algas marinhas. O ensaio foi
realizado fazendo-se diluicées seriadas dos agucares com a solucédo de Elsevier,
seguindo-se de incubagdo com o soro dos camardes (em uma concentracdo final
com 4 unidades de hemaglutinacao ou 4 UH) por 1 hora a temperatura ambiente,
previamente ao ensaio de aglutinacdo. Posteriormente, uma suspensdo a 2% de
eritrécitos de coelho tratados com tripsina foi adicionada. A capacidade de inibicao
da atividade hemaglutinante foi expressa como a concentragao minima de agtcar

capaz de inibir completamente uma atividade de 4 UH.

2.10. Analise estatistica

A significancia estatistica (P<0,05) das diferencas entre as taxas de
crescimento e entre as taxas de sobrevivéncia dos grupos controles (Cl e CNI) e
dos tratamentos foi analisada por ANOVA bi-fatorial e através do teste de
diferenca significativa de Tukey, descritos por CENTENO (1999).
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3 - RESULTADOS

3.1. Extracdo do Polissacarideo Sulfatado Bruto (PSB) de Solieria filiformis

No presente experimento, obteve-se um rendimento de Polissacarideo
Sulfatado Bruto (PSB) de Solieria filiformis de 42,02+1,37% (n=3) e um contetido de
galactose do polissacarideo de 0,65+0,08 g/g de extrato (n=3).

3.2. Efeito do Polissacarideo Sulfatado Bruto (PSB) de Solieria filiformis sobre o

crescimento e sobrevivéncia de camardes Litopenaeus vannamei infectados
com IMNV

O Polissacarideo Sulfatado Bruto (PSB) de Solieria filiformis ndo causou
diferengas significativas (p>0,05) no crescimento de camardes Litopenaeus
vannamei quando os tratamentos foram comparados com os grupos-controle
(Controle Infectado — Cl e Controle Nao-Infectado — CNI), contudo, houve diferenca
significativa (p<0,05), entre as sobrevivéncias observadas nos tratamentos onde se
fez as maiores inclusbes de PSB na dieta (8g PSB/kg e 12 g PSB/kg), e o Cl, ao
final do experimento (Tabelas 1, 2 e 3), evidenciando uma agado imunoestimulante.
As taxas de sobrevivéncia dos camardes Lifopenaeus vannamei alimentados com
PSB de Solieria filiformis nas concentragdes de 4, 8 e 12 g/kg de racao foram de
72,5+9,6%, 77,51+9,6% e 77,5+9,6%, respectivamente (Figura 3).

3.3. Efeito do Polissacarideo Sulfatado Bruto (PSB) sobre o teor protéico e a

atividade hemaglutinante na hemolinfa de camardes Litopenaeus vannamei

infectados com IMNV

O teor protéico, a atividade hemagilutinante e a atividade especifica na
hemolinfa de camardes Litopenaeus vannamei infectados com IMNV e alimentados
com PSB foram maiores que nos controles livires de PSB. A atividade

hemaglutinante na hemolinfa de camarées Litopenaeus vannamei infectados com
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IMNV foi incrementada com o uso de PSB. Com o uso de PSB de S.filiformis, o
incremento da atividade hemaglutinante na hemolinfa foi até 4 vezes maior. A
atividade especifica nos grupos de camardes que receberam dietas contendo PSB
de Solieria filiformis a 8 e 12 g/kg de ragao foi superior ao grupo alimentado com
dieta a 4 g/kg de racdo (Tabela 4). Os resultados de inibicdo da atividade
hemaglutinante na hemolinfa de camardes Litopenaeus vannamei infectados com
IMNV estdo presentes na Tabela 5. A hemaglutinina foi inibida por GIcNAc e
GalNAc. Varios polissacarideos foram testados, sendo que carragenana nao

apresentou efeito inibitorio até uma concentragdo maxima de 2,5 mg/mL.
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Tabela 1- Resultado da andlise de varidncia sobre o ganho de peso de camardes
Litopenaeus vannamei infectados com IMNV e alimentados com dietas contendo

diferentes concentracdes de Polissacarideo Sulfatado Bruto (PSB) de Solieria

filiformis.

Fonte da variagéo SQ GL MQ F valor-P F critico
Entre grupos 0,908983 4 0,227246  0,793054 0,547763  3,055568
Dentro dos grupos 4,298176 15 0,286545

Total 5,20716 19

SQ=Soma dos quadrados; GL=Grau de liberdade; MQ=média dos quadrados ; F= Frequéncia calculada;
Valor = Probabilidade; F critico= Frequiéncia tabelada.
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Tabela 2 - Resultado da analise de variancia sobre a taxa de sobrevivéncia de
camardes Litopenaeus vannamei infectados com IMNV e alimentados com dietas
contendo diferentes concentragcées de Polissacarideo Sulfatado Bruto (PSB) de

Solieria filiformis.

Fonte da variagédo SQ GL MQ F valor-P F critico
Entre grupos 13,3 4 3,325 5,391892 0,006788  3,055568
Dentro dos grupos 9,25 15 0,616667

Total 22,55 19

SQ=Soma dos quadrados; GL=Grau de liberdade; MQ=média dos quadrados ; F= Frequéncia calculads;
Valor P= Probabilidade; F critico= Freqiiéncia tabelada.
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Tabela 3 - Ganho de peso, taxa de crescimento e sobrevivéncia de camardes

Litopenaeus vannamei infectados com IMNV e alimentados com dietas contendo

diferentes concentragdes de Polissacarideo Sulfatado Bruto (PSB) de Solieria

filiformis.
Dietas Peso inicial Peso final Ganho de CCD Sobrevivéncia
) @) peso (g) (%) (%)

Cl 4,43+1,00 6,7910,39 2,3640,49 1,2640,25 65,04+5,8°
CNI 4444097 7,13+0,15 2,69+0,21 1,41+0,13  90,0+0,0°

4 g PSB/kg 447+1,06 7,3310,35 2,8610,80 1,48+0,43 72,549,6°

8 g PSB/kg 4,51+0,95 6,8440,63 2,34+0,65 1,23+0,31 77,5+9,6°
12 g PSB/kg 424+0,97 6,6140,27 2,3740,30 1,29+0,15  77,549,6°

Média + D.P. de 4 repeticGes.Cada repeticdo possui 10 camardes por aquario.
Médias com letras diferentes em subescrito séo significativamente diferentes (P < 0,05).
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Figura 4: Taxa de sobrevivéncia de camardes Litopenaeus vannamei infectados
com IMNV e alimentados com dietas contendo diferentes concentragoes
de Polissacarideo Sulfatado Bruto (PSB) de Solieria filiformis. Cl —

Controle infectado; CNI — Controle nao infectado.
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Tabela 4: Contetdo de proteina e atividade hemaglutinante da hemolinfa de

camarodes Litopenaeus vannamei infectados com IMNV e alimentados com dietas

contendo diferentes concentragées de Polissacarideo Sulfatado Bruto (PSB) de

Solieria filiformis.

Dietas Proteina total (mg) UH total® Atividade especifica®
o 58,85 48 0,82
G 74,61 48 0,64
ety 94,33 96 1,02
Sgrebikg 85,98 192 2,23
129 Febivg 107,69 192 1,78

@Unidade de hemaglutinacdo usando uma suspensdo a 2% de eritrdcitos de coelho tratados

enzimaticamente.
®UH/Proteina total.
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Tabela 5: Inibicdo da atividade hemaglutinante na hemolinfa de camarées
Litopenaeus vannamei infectados com IMNV e alimentados com dietas contendo

diferentes concentracdes de Polissacarideo Sulfatado Bruto (PSB) de Solieria

filiformis.

Acucares e outros inibidores Concentragdo minima inibitéria®
Monossacarideos

GlcNAc 12,5 mM

GalNAc 12,5 mM
Polissacarideos sulfatados

Fucoidan 0,31 mg/mL

PSB de B. occidentalis 0,62 mg/mL

PSB de Solieria filiformis 0,62 mg/mL

Outros agucares sem atividade inibitéria em 50 mM sdo D-galactose, o-lactose, D-fucose, L-
fucose, D-glucose, D-mannose, B-lactose, methyl-D-galactose, lactulose, D-arabinose, Methyl-o-D-
glucopyranoside, Methyl-a-D-galactopyranoside. Carrageenan néo foi inibitéria em 2,5 mg/mL.

#Concentracdo minima para a inibicdo total de 4 HU na hemolinfa de camardes Lifopenaeus
vannamei infectados com IMNV usando uma suspenséo de 2% de eritrocitos de coelho tratados

enzimaticamente.
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4 — DISCUSSAO

Nos ultimos anos, pesquisas desenvolvidas sobre a atividade de
polissacarideos sulfatados de algas marinhas vém demonstrando aplicagdo em
estudos de muitas viroses (WITVROUW & DE CLEQ, 1997; DUARTE et al., 2001;
MATSUHIRO et al., 2005), inclusive as que tem causado mortalidade em massa em
camardes cultivados, como o WSSV (CHOTIGEAT et al., 2004).

Polissacarideos sulfatados tém sido extraidos de diferentes espécies de
algas vermelhas, como Bofryocladia occidentalis, Bostrychia montagnei, Georgiella
confluens, Gracilaria cornea, Porphyra capensis, e sdo formadas geralmente de
unidades de galactose (FARIAS et al. 2000; DUARTE et al. 2001; KOLENDER &
MATULEWICZ, 2002; MELO et al., 2002; ZHANG et al., 2005). O rendimento dos
extratos de Solieria filiformis foi semelhante aos valores obtidos de outras espécies
de algas (WATT et al.,, 2002; ZHANG et al., 2005). No entanto, o método de
extracdo de polissacarideos sulfatados usados neste experimento foi muito caro
quando comparado a outros procedimentos, como o método do HCL (CHOTIGEAT
et al., 2004) ou o método de extracao por agua quente (HOU & CHEN, 2005; YEH
et al., 2006).

O IMNV é pouco virulento se comparado a outros virus como o WSSV,
porém o IMNV tem causado impacto econémico altamente negativo em cultivos de
camardes Litopenaeus vannamei no Nordeste do Brasil. Neste experimento, a
mortalidade atingiu 35,0 — 37,5% em 5 — 8 dias, enquanto que para camardes
infectados com WSSV a mortalidade pode chegar a 100% em 4 — 7 dias (CHANG et
al., 2003; CHOTIGEAT et al., 2004). Esses resultados sdo consistentes com os
verificados por GRAF et al. (2003) que observaram mortalidades 34,67% em
camardes Litopenaeus vannamei expostos ao IMNV durante um experimento de
transmissdo horizontal da doenca. Durante o experimento, além da coleta de
individuos mortos, foi observada, através da analise de prevaléncia, a evolucéo
visual da enfermidade nos individuos infectados (Figuras 6-8), de acordo com o
sugerido por FONSECA & ROCHA, 2004. Visualmente, camardes infectados foram
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observados com graus de infeccdo G1, G2 e G3 (Figuras 6, 7 e 8), mas ndo houve
contagem destes individuos (dados nao publicados).

Nenhuma evidéncia mostrou o efeito positivo da dieta de PSB no
crescimento de camardes Lifopenaeus vannamei, porém os resultados indicam que
a administracdo de PSB aumenta a taxa de sobrevivéncia dos camardes. No
entanto, o PSB de Solieria filiformis na concentracdo de 4 g/kg de ragdo nado teve o
mesmo efeito na sobrevivéncia de camardes Litopenaeus vannamei infectados com
IMNV. Imunoestimulantes extraidos de algas marinhas melhoraram a sobrevivéncia
de camarbes contra patégenos e incrementam o sistema imunolégico nao-
especifico. O uso de extrato bruto fucoidana extraida da alga marinha parda
Sargassum polycystum também apresentou redugdao no impacto do WSSV no
camarao tigre P. monodon (CHOTIGEAT et al., 2004).

Aglutininas e/ou lectinas sao proteinas ou glicoproteinas com capacidade de
ligarem-se especificamente a polissacarideos expressos na superficie de diferentes
células, causando sua aglutinagdo. Sabe-se que as lectinas participam do sistema
imunolégico dos crustaceos através da recombinagdo de agucares especificos da
parede celular dos microorganismos (SHARON & LIS, 1989). Devido ao fato de as
lectinas ligarem-se a carboidratos e promover a aglutinacao de diferentes células,
tais como bactérias e outros patdégenos invasores, € sensato assumir que essas
moléculas possam ser consideradas por assumir um papel potencial nas reagdes
imunolégicas dos invertebrados. Essas proteinas podem aglutinar microorganismos
e melhorar a fagocitose pela ligacdo entre a superficie do hemécito e a molécula
estranha, e sdo aparentemente sintetizadas pelos hemdcitos dos invertebrados
(MARQUES & BARROCCO, 2000).

Neste estudo, a atividade hemaglutinante na hemolinfa de camardes
Litopenaeus vannamei infectados com IMNV foi aumentada com o incremento de
PSB. A atividade hemaglutinante na hemolinfa de camarées infectados com IMNV e
alimentados com Polissacarideo Sulfatado Bruto (PSB) de Solieria filiformis foi
aumentada em 192 unidades quando comparadas com 48 unidades do grupo
controle. Estes resultados sugerem que o polissacarideo sulfatado possa ter

propriedades imunoestimulantes potenciais. De acordo com MARQUES e
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BARROCCO (2000), o potencial de lectinas em camardes poderia ser de relevancia
particular. Considerando que estas moléculas realmente sdo envolvidas em reagdes
de defesas imunolégicas, o aumento na concentragdo delas poderia conferir
virtualmente uma protecdo melhor ao organismo contra invasores patégenos. Por
outro lado, a atividade aglutinante na hemolinfa de camarées P. monodon
alimentado com imunoestimulante comercial (PENSTIM) e dois produtos
experimentais (BRM-01 e BRM-02) foi semelhante ao grupo controle
(SRITUNYALUCKSANA et al. 1999).



Figura 5: Grau ZERO (G - 00), (Recomendacées de Boas Praticas de Manejo na
Prevencéo de Enfermidades, ABCC, 2004).
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Figura 6: Grau UM (G - 01), (Recomendacées de Boas Praticas de Manejo na
Prevenc&o de Enfermidades, ABCC, 2004).
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Figura 7: Grau DOIS (G - 02), (Recomendacdes de Boas Praticas de Manejo na
Prevencao de Enfermidades, ABCC, 2004).
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Figura 8: Grau TRES (G - 03), (Recomendagées de Boas Préaticas de Manejo na
Prevencéo de Enfermidades, ABCC, 2004).



Figura 9: Grau QUATRO (G - 04), (Recomendacdes de Boas Praticas de
Manejo na Prevencéo de Enfermidades, ABCC, 2004).
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5 - CONCLUSAO

Os resultados sugerem uma possivel fungcdo imunoestimulante do
Polissacarideo Sulfatado Bruto (PSB) da alga marinha Solieria filiformis, pois sua
incorporacéo em dietas comerciais, nas concentracdes de 8 e 12 g/kg, aumentou a
sobrevivéncia ao virus da mionecrose infecciosa (IMNV) em juvenis de camardes
Litopenaeus vannamei. Por outro lado, outros estudos sobre a administracido do
PSB como ferramenta para incrementar a sobrevivéncia de camarées devem ser
conduzidos com o objetivo de avaliar a atividade imunoestimulante da alga marinha
Solieria filiformis em estratégias de controle para enfermidades de origem viral, e
isso s6 sera possivel através de um programa de cultivo de algas marinhas com o
objetivo de minimizar o impacto ambiental pela coleta irresponsavel das mesmas,
para assim podermos extrair o polissacarideo para atividades imunoestimulantes,
objetivando ofertar uma dieta adequada com intuito de aumentar a taxa de

sobrevivéncia de camarées nos periodos de infecgdo viral nas fazendas comerciais.
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