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RESUMO

Um dos maiores problemas na aquicultura atual € a necessidade de se utilizar
elevadas densidades nos cultivos para se obter bons lucros. No entanto, esta préatica
muitas vezes resulta em um aumento das taxas de 'mortalidade, pois leva os
organismos a situagdes de estresse e, consequentemente, queda no sistema de defesa.
Atualmente varios compostos tém sido utilizados como imunoestimulantes na
aquicultura, dentre eles os polissacarideos sulfatados extraidos de algas marinhas. O
objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos dos polissacarideos sulfatados brutos das
algas marinhas Gracilaria birdiae, Solieria filiformes e Lobophora variegata, bem
como de suas fragdes puriﬁcadas em coluna de troca i0nica, na resisténcia de nauplios
de artémia submetidos a um estresse salino com salmoura concentrada (350 g/L). Os
PS brutos foram purificados em uma cromatografia de DEAE-celulose, quando foram
avaliados o teor de agucar e a atividade metacromatica das frages eluidas com
diferentes concentragdes de NaCl. Apés a administragdo dos PS brutos e de suas
fragdes aos nauplios, foram observadas diferengas significativas em relagdo ao
controle que ndo foi exposto aos PS. Desta forma, o teste do estresse salino utilizando
nauplios de artémia € uma maneira rapida e eficaz para se avaliar o potencial de PS de
algas marinhas no aumento da resisténcia de crustaceos submetidos a condigdes

adversas.

Palavras-chave: Polissacarideo, estresse salino, nauplios de artémias.
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1. INTRODUCAO

1.1. A importancia da aquicultura

%

~ A aquicultura € a criagdo de organismos aquaticos para fins comerciais e é vista
como uma atividade com um grande potencial de atender a crescente demanda por alimentos

de origem aquatica (COSTA-PIERCE et al., 2002).

Com a estagnagdo e até queda das pescarias, a aquicultura irda desempenhar um
papel muito importante para satisfazer o aumento da demanda por frutos do mar (TACON et
al ., 2003). No entanto, a aquicultura como qualquer outra atividade produtiva é geradora de
impactos ambientais, especialmente pelos efluentes oriundos dos cultivos intensivos

(ASSAD; BURSZTYN, 2000).

O desenvolvimento da piscicultura comercial tem sido direcionado para o uso de
sistemas de cultivo cada vez mais intensivos. A intensificagdo dos processos de produgéo tem
como objetivo alcangar uma maior produtividade em menores areas, em menor tempo € a

custo reduzido (KUBITZA, 1999).

As elevadas densidades de estocagem, praticadas na aqiicultura intensiva,
ocasionam problemas ambientais, pois devido ao langamento dos efluentes de cultivo destes
organismos, ricos em dejetos organicos, o resultado em uma maior eutrofizagio (VADSTEIN
et'al ., 1993):

A aquicultura intensiva, por outro lado, acaba trazendo problemas para o proprio
ambiente de cultivo, j& que a alta carga de nutrientes gera uma deséstabilizagﬁo da
comunidade bacteriana (ANDREWS; & HARRIS, 1986) e com isso ocorre ufna selecdo de
organismos patogénicos oportunistas e proliferagdo de protozoarios (SOULAP, 1999). Desta
forma, as altas densidades populacionais também causam estresse nos organismos cultivados,
o que provoca uma queda nas defesas néturais dos animais deixando-os mais susceptiveis a

infec¢des (SMITH et al ., 2003).
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1.2. Uso de imunoestimulantes na aquicultura

Segundo Barbieri; Ostrensky (2002), o uso indiscriminado de antibidticos na
carcinicultura intensiva se tornou uma pratica comum entre os prgdutores de camardes e isso
tem gerado grandes problemas ambientais e econdmicos. Assim, as pesquisas na area tém sido
direcionadas para outros meios para solucionar problemas de cultivo, prevenindo ou

erradicando as enfermidades sem o uso de antibidticos (SMITH et al ., 2003).

Uma solugdo que vem sendo estudada para evitar o uso de antibidticos na
aquicultura ¢ a utilizagdo de imunoestimulantes, compostos que atuam aumentando a
resisténcia inata dos organismos aquaticos cultivados contra uma grande variedade de doengas

que, na maioria dos casos, sao causados por patogenos oportunistas (RAA, 2000).

Muitos destes compostos: denominados imunoestimulantes sdo constituintes da
parede celular de microrganismos ou algas e séus principais principios ativos sdo oS
proteoglicanos (PGs), lipopolissacarideos (LPs), lipopeptideos, polissacarideos sulfatados
(PS) (SONG; HUANG, 2000). ’

Segundo Smith e colaboradores (2003), os métodos mais adequados para a
administragdo dos imunoestimulantes aos organismos aquaticos sdo a imersio ¢ a
incorporagdo dessas substancias na ragdo dos animais, pois estas praticas sdo de facil

aplicag@o, ndo causam estresse e podem ser aplicadas rapidamente em grandes quantidades de

animais.
1.3. Polissacarideos sulfatados

As algas marinhas s3o organismos ricos em polissacarideos sulfatadés, moléculas
que apresentam intmeras atividades bioldgicas que despertam um enorme interesse nas
ciéncias médicas e na biotecnologia de organismos aquaticos (CAMPA-CORDOVA et al,
2002; LIMA et al., 2007: RODRIGUES et al., 2006; ZHANG et al., 2008). Ja foram relatadas

!’psncn




13

varias atividades biologicas nos PS, tais como, anti-coagulante, anti-trombotica, anti-viral,
anti-tumoral, anti-proliferativa e anti-inflamatéria (BOISSON-VIDAL et al, 1995;
ATHUKORALA et al, 2007).

Segundo NADER (2004), a atividade anti-coagulante dos PS ¢ uma das atividades
mais estudadas no mundo. Segundo o mesmo autor, as heparirias'nﬁo fracionadas e de baixo
peso molecular, extraidas de mamiferos, sdo os unicos polissacarideos sulfatados usados
atualmente na produgdo de farmacos anti-coagulantes, embora estes compostos apresentem
varios efeitos colaterais como o elevado risco de sangramentos, o que faz crescer a

necessidade de busca por outras fontes de agentes anti-coagulantes.

A maioria dos polissacarideos sulfatados, obtidos das algas marinhas, apresentam
atividade anti-coagulante similar a heparina e esses polissacarideos estdo sendb extraidos de
varios géneros pertencentes as divisdes Chlorophyta e Phaeophyta (FONSECA et al., 2008;
MEDEIROS et al., 2008).

Apesar de ainda ndo existirem muitas pesquisas que usam as algas marinhas
como fonte de polissacarideos sulfatados, estudos recentes tém demonstrado otimos
resultados de atividades biologicas para os polissacarideos sulfatados de algas marinhas

(MEDEIROS et al., 2008; KOYANAGI et al., 2003; ZUBIA et al., 2007).
1.4. Uso de polissacarideos sulfatados na aquicultura

Recentemente, alguns pesquisadores tém realizado trabalhos para avaliar o efeito
imunoestimulantes dos polissacarideos tanto para peixes como camardes (MILES et al., 2001;

FARIAS et al.,, 2004).

A incorporagdo do PS da microalga Spirulina platensis na dieta do camardo
Penaeus merguiensis resultou em um aumento na atividade fagocitica dos seus hemocitos

ap6s uma exposi¢do a um grupo de bactérias (LEE et al., 2003).
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A adigdo dos polissacarideos sulfatados extraidos da alga marinha vermelha
Botryocladia occidents na dieta de pés-lariras de tilapias em diferentes dosagens, acarretou em
um aumento significativo de peso dos peixes em uma determinada dose (REBOUCAS et al.,

2002)

Apos os resultados apresentados € possivel afirmar que existe uma relagdo entre a

¥
imunoestimulagdo com polissacarideos e o aumento da resisténcia dos individuos contra as
infecgBes causadas por virus ou bactérias ou situagdes de estresse (SAKAI 1999), e com isso

nasce a necessidade de se descobrir novos imunoestimulantes.
1.5. Uso de nauplios de artémia na aquicultura

As artémias sdo pequenos crustaceos que servem como uma excelente fonte de
alimentos na larvicultura de peixes e camardes, tanto no seu estagio de nauplio como no
estagio adulto, ja que eles possuem a vantagem de satisfazer as necessidades nutricionais de

varios organismos aquaticos (SORGELOOS et al., 2001).

As artémias apresentam substancias hormonais que induzem e refor¢am a
maturagdo sexual, aumentando as taxas de fertilizagdo de peixes e camardes (NAESSENS et

al., 1997, WOUTER et al ., 2002;GANDY et al., 2007).

A composi¢do bioquimica das artémias é uma forte ferramenta para a otimizagdo
da nutriggo e sobrevivéncia de algumas espécies aquicolas (McEVOY; SARGENT (1998) e
estdo sendo estudadas técnicas para melhorar a qualidade nutricional dos nauplios e
metanatplios de artémias (RESS et al., 1994;SARGENT(1998); SORGELOOS et al., 2003)

mas esses métodos ndo se aplicam a juvenis de artémia.

As pesquisas de enriquecimento de nauplios e metanauplios de artémias buscam o
aumento do teor de lipidios, especialmente aqueles que possuem uma longa cadeia de acidos
graxos poiiinsaturados, como os acidos graxos docosahexanodico, eicosapentandico e
araquidonico (DHA, EPA e ARA,) (BARCLEY & ZELLER (1996); SARGENT et al., 1999a;
SARGENT et al., 1999b; SORGELOOS et al., 2001). '
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Desta forma, a incorporagdo de compostos benéficos para a satide de organismos
aquaticos, através da bioencapsulagdo, pode ser uma rapida forma de aumentar a resisténcia

de animais de interesse, inclusive dos proprios nauplios.

O presente estudo avaliou a resisténcia dos nauplios de Artémia franciscana
submetidos a um estresse salino na presenga de polissacarideos sulfatados brutos e
purificados, extraidos das algas marinhas Lobophora variegata (parda), Gracilaria birdiae ¢

Halymenia pseudofloresia (vermelhas).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Coleta e acondicionamento das algas

b 4

As algas marinhas utilizadas neste trabalho foram coletadas na Praia de Fleixeiras,
durante as marés de sizigia. Depois de éoletadas, foram acondicionadas em sacos plasticos e
transportadas ao laboratorio de Bioquimica Marinha — Biomar — do Departamento de
Engenharia de Pesca, Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Cear4
(DEP/CCA/UFC). No laboratério as algas coletadas foram lavadas com &agua destilada,
separadas de epifitas e outros organismos, sendo finalmente secas em estufa com recirculagdo

de ar a 60°C.

2.2. Extracio dos polissacarideos sulfatados

A extrag@o dos polissacarideos sulfatados foi realizada a partir de duas gramas de
alga seca. Inicialmente, o tecido algal foi hidratado em tampdo acetato de sédio 0,1 M, pH .
5,0, contendo cisteina SmM e EDTA 5mM. Em seguida, foi adicionado uma solugdo de
papaina (30 mg/mL) preparada no mesmo tampdo. A incubagdo foi realizada, por 24h, a 60
°C em um banho-maria com agitagdo ocasional. Apos a digestdo proteolitica, a mistura foi
filtrada em tela fina (60 micra) e centrifugada (14.000 g; 20 min; 4°C). Os polissacarideos
sulfatados (PS) presentes no sobrenadante foram precipitados através da adigdo de uma
solugdo de cloreto de cetilpiridina (C.P.C.) a 10%, por 24 h na temperatura ambiente. O
residuo da primeira extragdo foi novamente utilizado para outras incubagdes com o objetivo
de se otimizar o rendimento. Apds a precipitagio dos PS, o material foi centrifugado e o
precipitado foi lavado com uma solugdo de C.P.C. a 0,05% e novamente centrifugado. Em
seguida, o precipitado foi dissolvido em uma solugéo de NaCl 2M:etanol absoluto (100:15,
v/v) e os polissacarideos sulfatados presentes na solugdo foram precipitados novamente
através da adicdo de dois volumes de etanol absoluto, misturando bem, e deixando em
repouso por 24h a 4°C. Apos este periodo, a mistura foi novamente centrifugada com descarte

do sobrenadante e lavagem do precipitado duas vezes com etanol 80% e uma vez com o
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mesmo volume de etanol absoluto. Finalmente, o precipitado foi seco em estufa a 60 °C para

‘obtengdo dos polissacarideos sulfatados totais.
2.3. Fracionamento em coluna de troca idnica

Cerca de 1,0 mL de uma solugdo do extrato bruto de polissacarideos sulfatados
(1,0 mg mL™) foi aplicado em uma coluna de DEAE-celulose, equilibré.da com tampdo
acetato de sodio 0,1 M, pH 5,0 com 5 mM de cisteina e 5 mM de EDTA. Em seguida, foi
realizada uma eluig@o inicial com o tampdo de equilibrio e, posteriormente, a coluna foi
eluida com concentragdes crescentes de NaCl preparadas no proprio tamp@o de equilibrio. O
fluxo da coluna foi mantido em 60 mL h™ e foram coletadas fragdes de 1,0 mL. A presenca
dos polissacarideos sulfatados nas fragGes foi monitorada através da atividade metacromatica
pela reagdo com o azul dimetil dimetileno (DMB) e teor de agucar total pela técnica de
Dubois (Dubois et al.,1956). g4 '

2.4. Descapsulacio dos cistos e obten¢ao dos nauplios de artémias

Os nauplios de artémia foram obtidos a partir de cistos desidratados que foram re-
hidratados com &gua doce, sob aeragdio constante, durante aproximadamente 1h e,
posteriormente, foram lavados com hipoclorito de sédio comercial por 30 segundos para a
remog¢do do corion. Em seguida, os cistos descapsulados foram imediatamente lavados com
agua corrente em abundancia para a completa remog¢do do hipoclorito de sédio. Os cistos
descapsulados foram incubados em um recipiente de 1 L com dgua salgada com 35 g/L de
cloreto de sodio, temperatura de 25 + 2°C, aeragdo constante e iluminancia de

aproximadamente 1.000 Lux.
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2.5. Teste de estresse salino

Apos a eclosdo, os nauplios foram transferidos para uma microplaca de pogo
profundo composta por 96 pogos com 2 mL de volume. Em cada pogo foram distribuidos 10
individuos, divididos em 3 tratamentos com diferentes concentragc")es (0,5; 1,0; 2,0 mg L-1)
dos polissacarideos brutos e purificados, com sete repeti¢des, € um controle sema presenga
dos polissacarideos. bs néuplios foram entdo submetidos a um estresse osmoético em solugdo
supersaturada com 350 g/L. de NaCL. No decorrer do estresse que durou quatro horas os

individuos vivos foram contados a cada hora para verificagdo da sobrevivéncia.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Fracionamento dos Polissacarideos Sulfatados

A cromatografia em coluna de troca i6nica de DEAE-celulose dos polissacarideos
sulfatados brutos extraidos da alga marinha vermelha Gacilaria birdiae (Figura 1} mostrou
que foram eluidas duas fragdes, uma com 0,5 e outra com 0,7 M de NaCl, sendo que a maior
atividade metacromatica e o maior teor de agticar foram observados na fragdo eluida com 0,5
M de NaCl.

L]
|
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Figura 1. Cromatografia dos polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha Gracilaria

birdiae em coluna de troca i6nica DEAE-celulose.

A cromatografia em coluna de troca i6nica de DEAE-celulose dos PS brutos
extraidos da alga marinha vermelha Solieria filiformis resultou em quatro fracdes que foram
eluidas da coluna nas concentragdes de 0,5; 0,7; 0,9 e 1,2 M de NaCl (Figura 2). A maior
atividade metacromatica foi observada na fragio eluida com 1,2 M de sal, seguida das fragcdes
eluidas com 0,5; 0,7 e 0,9 M de NaCl. Quanto ao teor de agiicar, a relac3o entre a atividade

metacromatica e o teor de aglicar foi maior na fragdo eluida com 1,2 M de sal, enquanto a
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menor relagdo foi observada na primeira fracio (0,5 M). Este fato sugere que os PS da fracio
1,2 M s@o mais sulfatados, o que justifica uma maior quantidade de sal para sua eluigdo da

coluna de troca idnica.

0,30 X s
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§3@_&—,,.:' ;

, 20
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Figura 2: Cromatografia dos polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha Solieria

filiformis em coluna de troca i6nica DEAE-celulose.

RODRIGUES (2006) fracionou os PS das algas marinhas vermelhas Halymenia
sp e H. pseudofloresia, encontrando quatro e cinco fragGes, respectivamente. A quantidade de
fragdes obtida da coluna de troca inica também vai depender das concentracdes de sal
utilizadas na eluigdo da coluna. Desta forma, as algas do género Halymenia apresentam
elevadas concentrages de PS, independente da concentragdo de sal utilizada na eluigio da
coluna de troca i6nica. PONTES (2005) purificou os PS da alga marinha vermelha Solieria
filiformis em quatro fragdes (1.2; 1.4; 1.6; 1.8 M de NaCl), também em DEAE-celulose, e
observou uma elevada presenca de agicar nas fragdes eluidas com as maiores concentracdes
de sal (1.4, 1.6 e 1.8 M). Entretanto, TORRES (2005) mostrou que o fracionamento da alga
marinha vermelha Champia feldmannii apresentou quatro picos com maiores concentragdes
de agucar nas primeiras fragGes, sendo principalmente nas eluigdes 0.7 € 1.2 M de NaCl,
resultados bastante semelhantes ao do presente trabalho.
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Apoés a cromatografia dos PS extraidos da macroalga marinha parda Lobophora
variegata, foram obtidas quatro fragdes eluidas da coluna de troca i6nica nas concentra¢Ges
de 0,5; 0,7; 0,9 e 1,2 M de NaCl (Figura 3). A atividade metacromatica e o teor de agucar
foram maiores nas fra¢des eluidas com 0,7 e 0,9 M de NaCl, seguida da fracdo obtida com 0,5
M. A menor atividade metacromatica foi observada na fragdo eluida com 1,2 M de NaCl, na

qual foi detectado inclusive o menor teor de agticar.

—s—fletacromasia (525 nm)
—o— Dubois (490 nm}

Absorb@ncia

BiR b

Fracdes {1 mi)

Figura 3: Cromatografia dos polissacarideos sulfatados da alga marinha parda Lobophora

variegata em coluna de troca ibnica DEAE-celulose.

ALENCAR (2007) relata que o fracionamento dos PS extraidos da alga parda
marinha Lobophora variegata resultou em seis fragGes, eluidas nas concentragdes 0,5; 0,7;
0,9; 1,2; 1,4 ¢ 1,6M de NaCl. As maiores quantidades de agicar € metacromasia sempre foram
observadas nas fragdes 0,5 e 0,7 M de NaCl. NONATO (2009) extraiu e purificou os PS de
duas espécies de algas marinhas pardas, Padina gymnospora e Padina sp, obtendo na
primeira seis fra¢cSes eluidas nas concentragdes 0,5; 0,7; 0,9; 1,2; 1,4 e 1,6 M de NaCl ¢, na
segunda, apenas trés (0,5; 0,7 e 1,2M de NaCl),e de acordo com o autor, nos dois
fracionamentos, as maiores atividades metacromaticas e teores de agucar também foram
observadas nas primeiras fracdes, principalmente na fracfio eluida com 0,5 M de NaCl. LIMA
(2007) fracionou os PS da alga marinha parda Spatoglossum schroederi, no mesmo tipo de
coluna, e relatou um perfil metacromatico no qual foram obtidas de trés a quatro fracdes,
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dependendo do numero de extragdes. Entretanto, a fragdo eluida com 0.5 M de NaCl
apresentou a maior metacromasia e teor de agicar em todas as extragdes. Em estudos
anteriores com a alga S. schroederi, os PS foram fracionados por LEITE et al. (1998) através
de cromatografia de troca i6nica, utilizando 0.15; 0.3; 0.5; 0.7; 1.0; 1.5; 2.0 ¢ 3.0 M de NaCl.
Segundo os autores, a concentragdo de aglcar diferiu Signiﬁcativamente entre as fragdes,
entretanto, como no i)resente trabalho, o pico com maior conteﬁ‘do de agticar total foi na

fragdo eluida com 0.5 M de NaCl.

3.2. Efeito dos PS na resisténcia de natuplios de artémia submetidos ao

estresse osmotico

Apds a administragdo dos PS brutos, extraidos da alga marinha vermelha
Gracilaria birdiae, aos nauplios de artémia submetidos ao estresse osotico (Figura 4), podé—se
observar que o Unico grupo que apresentou uma diferenca significativa na sobrevivéncia em
relagdo ao controle (25%) foi o que recebeu a maior quantidade de polissacarideo (2,0 mg L~

1, para todas as frages administradas, com uma sobrevivéncia média em torno de 55%

(Figura 4).

A exposi¢@o dos nauplios a fragdo eluida com 0,5 M da coluna de troca i6nica
resultou em diferenca significativa da sobrevivéncia em relagdo ao controle, quando foram
utilizadas a menor e maior concentra¢do, com taxas de sobrevivéncia média em forno de50¢
67%, respectivamente. Apos a administragdo da fragdo 0,7 M de NﬁCl, somente os nauplios
que receberam as maiores quantidades de polissacarideos (1,0 e 2,0 mg L™) apresentaram
sobrevivéncias com diferenga significativa a observada no controle com, aproximadamente,

55 e 63% respectivamente.
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Figura 4: Sobrevivéncia de nauplios de artémia submetidos a estresse salino na presenca e
auséncia dos polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha Gracilaria birdiae. Letras
diferentes sobre as barras de erro indicam diferenca significativa em relagio ao controle (P <
0,5).

Quando foram utilizados os PS brutos extraidos da alga marinha vermelha
Solieria fliformis e suas fragdes purificadas em coluna de troca iénica durante o estresse
osmotico submetido aos nauplios de artémia, as sobrevivéncias foram significativamente
superiores as observadas no controle, com excegdo da fracdo eluida com 0,9 M de sal que

apresentou sobrevivéncia de apenas 35% (Figura 5).

As sobrevivéncias médias tanto dos PS brutos quanto das fra¢Ses eluidas com 0,5;
0,7 e 1,2 M de NaCl n3o apresentaram diferencas significativas nem entre si, nem entre as
concentragdes testadas, embora seja observada uma ligeira tendéncia & redugio da

sobrevivéncia em concentragdes mais elevadas (Figura 5).



24

w- B =
2 ‘ » bk b 3 b
3 | 'l' beb &
‘G J b b
c il |
f% 50 = A -3
= ] \
=
@ 18 - 5
@ g
Q -
3 33
; 4 B
15 ~ =
& i ; B A 5
) FOSM FOTM FOSM  F1.2M
Tratamentos

Figura 5: Sobrevivéncia de nauplios de artémia submetidos a estresse salino na presenga e
auséncia dos polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha Solieria filiformis. Letras
diferentes sobre as barras de erro indicam diferenca significativa em relagiio ao controle (P <
0,5).

Apods a exposicdo dos naiplios de artémia aos PS brutos extraidos da alga marinha
parda Lobophora variegata durante o estresse osmoético, podemos observar que somente os
que receberam as menores concentragdes apresentaram sobrevivéncias com diferenca
significativa para o controle, com taxas médias de sobrevivéncia 70 e 52,5%, respectivamente
enquanto a taxa média de sobrevivéncia do controle foi de apenas 25%. Resultados bem
semelhantes foram obtidos ap6s a administragdo da fragdo eluida com 0,7 M de sal, cujas
sobrevivéncias dos natplios foram de 60 e 52% para as concentragdes de 0,5 ¢ 1,0 mg L™ de
Ps, respectivamente. No caso da administracdo da fragdo 0,5 M, todas as concentragdes
resultaram em sobrevivéncias significativamente superiores as observadas no controle e sem
diferencas entre si, com uma taxa média de 54,5%. Ja no caso da administragio das fracGes
0,9 e 1,2 M, apenas a concentragido mais baixa (0,5 mg L'l) apresentou bons resultados de
sobrevivéncias em relagio ao controle com uma taxa de sobrevivéncia média de

aproximadamente 64 e 60%, respectivamente.
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Figura 6: Sobrevivéncia de nauplios de artemia submetidos a estresse salino na presenga e
ausénecia dos polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha Lobophora variegata.
Letras diferentes sobre as barras indicam diferenca estatistica em relacio ao controle (P <
0,5).

Estudos envolvendo imunoestimulantes na aquicultura se traduzem como a
melhor ferramenta para aumentar a sobrevivéncia de camares (AZAD et al,, 2005). O uso de
polissacarideos sulfatados em cultivos experimentais vem reduzindo o estresse sofrido por
peixes € camarles. Barroso et al. (2007) observaram que pés-larvas do camardio marinho
Litopenaeus vannamei imersas em determinada concentragéo dos PS brutos da alga marinha
vermelha Botriocladia occidentalis ficaram mais resistentes ao manejo, aumentando a taxa de

sobrevivéncia no final do experimento.

Rodrigues (2006) relatou um aumento significativo na sobrevivéncia de camardes
L. vannamei submetidos a um banho de imersio com 1.0 mg L™ dos PS brutos da alga H.
pseudofloresi durante o periodo de estresse realizado através da supressdo da renovagéo da
agua dos cultivos.

De acordo com Rodrigues et al. (2009), a adi¢do de diferentes doses de PS brutos
extraidos da alga marinha parda Lobophora variegata na agua de cultivo de alevinos
revertidos de tilapia (Oreochromis niloticus), submetidos a diferentes salinidades, ndo

surtiram efeitos na taxa de sobrevivéncia dos animais. J& Arajo (2006) administrou os PS
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brutos extraidos da alga marinha vermelha Gracilaria caudata em p!’s de tilapias O. niloticus
_submetidas a reversdo sexual e observou que os peixes apresentaram maior sobrevivéncia

quando expostos a dosagem de 1.0 mg L™.

Alguns trabalhos relatam a eficiéncia da administragdo dos PS extraidos das algas
marinhas no aumento da resisténcia de caﬁlarc")es em situacgdes de estresse ou de contaminagdo
por patégenos, sendo mais uma ferramenta na prevengdo de doenga;s infecciosas. De acordo
com Chotigeat et al. (2004), apos a administragdo oral do fucoidam extraido da alga parda
Sargassum polycystium, foi verificado um aumento da sobrevivéncia do camario negro
Penaeus monodon infectado pelo virus causador da mancha branca (WSSV). Maiores taxas de
sobrevivéncia também foram observadas por Huang et al. (2006) em camardes
Fenneropenaeus chinensis, infectados pela bactéria Vibrio harveyi, quando alimentados com
dietas suplementadas com estes mesmos PS. Fu et al. (2007) utilizaram diferentes vias (oral,
imersdo e injecdo) para administrar os PS da alga marinha vermelha Gelidium amansii em
camardes da espécie L. vannamei infectados com a bactéria Vibrio alginolyticus sendo que a
administrag@o por via oral resultou no melhor resultado contra a infecgio pelo patégeno. Lima
(2007) relatou que administrag@o dos PS da alga parda S. schroederi a juvenis de L. vanndmei,
via imersdo, resultou em uma maior resisténcia dos animais no tratamento com a

concentrég:ﬁo de2,0mgL™.

Segundo Tinman et al. (2000), hibridos de tilapia (O. aureus x .O. niloticus)
infectados com Streptococcus difficile e alimentados com ragdo suplementada com peptideo
glucano, nas doses mais baixas, apresentaram uma melhor sobrevivéncia. Itami et al. (1998)
relatou que o uso de polissacarideos ndo sulfatados, como os B-glucanos, também ¢ capaz de
reduzir o estresse em camardes, Penaeus japonicus, em diversas fases de crescimento. Os
autores observaram um aumento significativo nas taxas de sobrevivéncia dos camardes
quando o glucano foi administrado por um periodo mais prolongado. Park; jong (1996)
administrou, via oral, B-glucanos em tilapias, O. niloticus, melhorando a taxa de crescimento
em relagdo ao controle sem a presenca do polissacarideo. De acordo com Farias et al. (2004) a
incorporagio das D-galactanas sulfatadas obtidas da alga marinha vermelha B. occidentalis na
ragdo de tilapias do Nilo, durante o processo da reversdo sexual utilizando alta densidade de
estocagem como fator estressante, resultou em um aumento significativo no peso dos peixes
quando foi administrada a concentragdo de 0,1 mg g'l. De acordo com Cantelle (2009) que

avaliou o efeito dos PS da macroalga Gracilaria birdiae incorporados na ragdo de camardes
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L. vannamei infectados com o virus da sindrome da mancha branca (WSSV), tendo observado
~um aumento significativo no consumo alimentar, resultando no aumento de peso dos

camaroes.

Diante do exposto, a utilizagdo de nauplios de artémia em ensaio_é para avaliar o
efeito de PS de algas marinhas na resisténcia ao estresse é uma ma,neira pratica e rapida de
selecionar espécies que produzem moléculas com maior potencial para o uso na-aqiiicultura,
ja que a utilizag@o de animais adultos é sempre mais trabalhosa e requer mais espago, pois o

numero de réplicas é fundamental para a aplicagdo de uma boa analise estatistica.
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4. CONCLUSAO

Com a realizagdo deste trabalho foi possivel concluir inicialmente que a coluna de
troca ibnica foi eficiente na separagdo dos polissacarideos sulfatados brutos das macroalgas

marinhas Gracilaria birdiae, Solieria filiformis e Lobophora variegata.

Com relagdo ao teste de estresse osmético, podemos concluir que, de uma maneira
geral, a administragdo dos PS brutos e suas fragdes purificadas aos natplios resultou em um
aumento da sobrevivéncia em relagdo ao controle. Assim, este teste se constitui numa técnica

simples e rapida para a prospecgdo de potenciais compostos imunoestimulantes.
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