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Resumo - O desenvolvimento de estratégias profilaticas ¢ essencial para o controle de doengas infecciosas e
outros fatores de risco na aqiiicultura. Muitos imunoestimulantes tém sido estudados, no mundo, e
os polissacarideos sulfatados (PS) de algas marinhas em especial, pois podem minimizar o
impacto do estresse nos cultivos intensivos de organismos aquaticos. Desta forma objetivou-se
avaliar o efeito da adi¢do de diferentes doses de PS extraidos da alga marinha vermelha Solieria
filiformis em poés-larvas do camardo Lifopenaeus vannamei submetidas a estresse. Os PS foram
extraidos utilizando-se digestdo enzimatica, a partir de algas marinhas coletadas na Praia do
Pacheco/CE. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro tratamentos
(0,0;0,1;0,5¢ 1,0 mg L") e trés repeti¢des. Diariamente, nos 12 dias iniciais foram aplicados os
banhos de imersédo nas pds-larvas e, posteriormente, submetidas durante seis dias a estresse com a
suspensdo da renovagdo de adgua do cultivo. As administragdes foram realizadas apds cada troca
de agua, sendo o monitoramento dos parametros fisico-quimicos intensificado durante o estresse.
Verificou-se que as imersdes das pos-larvas na agua de cultivo com PS ndo surtiram efeitos no
ganho de peso e na taxa de sobrevivéncia (p > 0,05). Por outro lado, o diagndstico dos animais
que receberam 0,1 mg L' de PS atestou um melhor quadro aparente de saude apds a indugdo de
uma situacdo adversa de estresse.

Palavras-chave: Solieria filiformis, polissacarideos sulfatados, Litopenaeus vannamei, estresse.

Abstract - The development of prophylactic strategies is essential for the infectious disease control and other
factors of risk in aquaculture. Several immunostimulants have been studied in the world and the
sulfated polysaccharides (SP) from seaweeds can reduce the impact of stress in aquatic
organism’s intensive culture. The aim of this work was to evaluate the effect of the addition of
different doses of SP extracted from the marine red alga Solieria filiformis in shrimp post-larvae
(Litopenaeus vannamei) submitted to stress conditions. SP were extracted by the enzymatic
digestion of marine alga collected in Praia do Pacheco, Ceara State. The experimental design was
completely randomized to 4 treatments (0.0; 0.1; 0.5 and 1.0 mg L") and three replications. Daily,
the initial 12 days’ period the baths of immersion in the post-larvae and then submitted for 6 days
to stress with suspension of renewal of water of the culture. The administrations were done after
each exchange of water, and the tracking of physico-chemical parameters intensified during stress.
It was found that the immersions of post-larvae in the water for cultivation with PS had no effect
on weight gain and survival rate (p > 0.05). On the another hand, the animals that received 0.1 mg
L of PS demonstrated a better heath state after being induced to an adverse stress situation.

Key words - Solieria filiformis, sulfated polysaccharides, Litopenaeus vannamei, stress.
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INTRODUCAO

O mercado internacional do camardo ¢ regido pelo cultivo de duas espécies, Penaeus
monodon e Litopenaeus vannamei, as quais correspondem a 70% do volume ofertado. No Brasil, o
cultivo intensivo de L. vannamei também demonstrou viabilidade comercial, principalmente, no
Nordeste brasileiro (BRASIL, 2001), tornando o Pais uma referéncia no Hemisfério Sul (Rocha &
Rodrigues, 2004).

A aqtiicultura intensiva em muitos paises vem provocando modificagdes na estrutura da
fauna e flora dos ecossistemas costeiros (Phillips, Lin & Beveridge, 1993), além de favorecer o
surgimento de doengas infecciosas nos cultivos (Vadstein, 1997), o que frequentemente recorre-se a
estratégias de controle microbiano, tais como o uso de antibidticos, desinfec¢do e vacinas contra
doencas especificas. Por outro lado, o uso de antibidticos coloca em risco o equilibrio ambiental e a
qualidade do produto ao consumidor (Cook, Hayball, Hutchinson, Nowak & Hayball, 2003).

A busca por novas ferramentas sustentdveis para o cultivo do camardo marinho, Litopenaeus
vannamei, ¢ extremamente importantes para rejuvenescer o setor desgastado por crises econdmicas
decorrentes do surgimento de enfermidades, as quais fragilizam a atividade no mundo. Varios
compostos imunoestimulantes t€ém sido amplamente estudados, os quais promovem a ativagdo das
células de defesas do sistema inato contra doengas infecciosas (Sakai, Kamiya, Ishii, Atsuta &
Kobayashi, 1992; Azad et al., 2005), melhorando o estado de satide dos animais durante eventos
que promovam estresse (Bricknell & Dalmo, 2005). Diversos compostos derivados de animais,
plantas, fungos, algas (micro e macroalgas) etc., tém sido avaliados quanto aos seus efeitos
imunoestimulantes em organismos aquaticos em diversas fases de desenvolvimento (Bricknell &
Dalmo, 2005; Montero-Rocha, Mcintosh, Sanchez-Merino & Flores, 2006; Citarasu, Sivaram,
Immanuel, Rout, & Murugan, 2006). Dentre eles, os polissacarideos sulfatados (PS) extraidos de
algas marinhas apresentam propriedades imunoestimulantes em peixes e camardes (Farias et al.,
2004; Fu, Hou, Yeh, Li & Chen, 2007). Além do efeito imunoestimulante, os PS de algas marinhas
também sdo conhecidos por possuir outras atividades biologicas, tais como antiviral, anticoagulante
e antitrombdtica (Hayashi, Hayashi & Kojima, 1996; Farias, Nazareth & Mourdo, 2001), o que
também tem despertado grande interesse nas ciéncias médicas.

O primeiro relato de atividade imunoestimulante oriunda de uma alga foi descrita por
Campa-Cordova, Hernandez-Saavedra, De Philippis & Ascencio (2002), reportando que a imersao
de PS extraidos de uma microalga cianoficea em juvenis do camardo branco L. vannamei

proporcionou um aumento da capacidade oxidativa dos hemdcitos nos animais. Costa et al. (2006)

81



Rev. Bras. Enga. Pesca 3(2), jul. 2008

observaram que as algas marinhas vermelhas Botryocladia accidentalis e Solieria filiformis
preveniram o impacto do virus da mancha branca no camardo L. vannamei quando os PS foram
incorporados a ragdo. Quando esses PS de B. occidentalis foram imersos na adgua de cultivo de pos-
larvas de L. vannamei, também foi observada uma redug¢do significativa da mortalidade (Barroso,
Rodrigues, Torres, Sampaio & Farias, 2007). Uma melhoria na taxa de sobrevivéncia também foi
obtida quando os PS da alga marinha vermelha Halymenia pseudofloresia foram administrados na
agua de cultivo de camardes adultos da mesma espécie (Rodrigues, 2006).

De forma a contribuir com o desenvolvimento de pesquisas chaves, para a sustentabilidade
da carcinicultura marinha e direcionar esfor¢os para o estabelecimento de estratégias de controle de
doencas advindas da intensificagdo da atividade, pds-larvas de camardes marinhos L. vannamei
foram induzidas a uma condicdo desfavoravel de cultivo, gerada pela suspensido da renovacgdo de
agua, com o objetivo de avaliar a resisténcia e o estado comportamental das pos-larvas mediante

administracdo de diferentes doses de PS obtidos a partir da alga marinha vermelha S. filiformis.
MATERIAL E METODOS

COLETA E EXTRAGCAO DOS POLISSACARIDEOS SULFATADOS DA ALGA MARINHA

A coleta da alga marinha vermelha S. filiformis (Solieriaceae, Rhodophyta) foi realizada na
Praia do Pacheco-Ceara-Brasil, a qual foi conduzida ao Laboratorio de Bioquimica Marinha do
Departamento de Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Ceara (DEP/UFC) para limpeza
e estocagem a -20 °C. A extracdo dos PS iniciou-se a partir 2 g de alga seca e triturada com 100 mL
de tampao acetato de sédio 0,1 M (pH 5,0) contendo cisteina 5 mM e EDTA 5 mM. Em seguida,
foram adicionados 7 mL de uma solugio de papaina bruta (30 mg mL™), sendo a mistura incubada
em banho-maria (60 °C; 24 h). Apos esse periodo, o material foi filtrado, centrifugado (8000 x g;
25 min.; 4 °C) e, ao sobrenadante, foram adicionados trés volumes de etanol absoluto para
precipitacdo dos PS presentes na mistura por 48 horas em freezer. Logo apos a precipitagdo, o
material foi novamente centrifugado e submetido a duas lavagens com 200 mL de etanol a 80% e
uma com 150 mL de etanol absoluto. Apds essa etapa, os PS foram secos em estufa (60 °C; 24 h)

para obtencdo do extrato bruto total, o qual foi obtido rendimento de 504 mg.
PREPARACAO DAS SOLUCOES DE IMERSAO

Diferentes doses de PS foram preparadas a fim de se obter concentragdes finais de 0,0

(controle); 0,1; 0,5 e 1,0 mg L' na dgua de cultivo dos camardes. Inicialmente, os PS foram
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dissolvidos em um pequeno volume de dgua destilada e, em seguida, as referidas solu¢des foram
adicionadas (dose dia™), respectivamente, pela manhd, sempre apds a renovagdo de agua.
AQUISICAO E ESTOCAGEM DAS POS-LARVAS EM LABORATORIO

Aproximadamente 1000 exemplares de pos-larvas com 40 dias (PL4) de L. vannamei,
aclimatadas em dgua doce e com peso médio inicial de 0,103 + 0,016 g foram obtidas de uma
fazenda de carcinicultura do Ceara. As pos-larvas foram aclimatadas por 30 minutos em uma caixa
d’agua de 500 L e, em seguida, estocadas aleatoriamente em aquarios contendo 15 L de volume util
(5 PL L™"). Apés a estocagem, os animais permaneceram sob observacdo durante uma semana para
que se recuperassem do estresse causado pelo transporte. Durante o periodo de aclimatagdo, o
experimento foi conduzido com renovacdo de 25% da agua de cada aquario, por sifonamento, onde
também foram retirados restos de racdo e dejetos dos animais. O manejo alimentar ficou restrito a

trés refeigdes diarias, até a saciedade, utilizando ragdo com 40% de proteina bruta.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O experimento foi realizado no Laboratério de Agqiiicultura (DEP/UFC) e seguiu um
delineamento inteiramente casualizado constando de quatro tratamentos com trés repeticdes cada,
sendo o controle sem a adi¢do do PS (T)), e os trés tratamentos contendo PS (T, -0,1; T53-0,5 e
Ts - 1,0 mg L™"). Durante cada alimentacdo, o sistema de aeracdo foi desligado por 1 hora. O
experimento teve duracdo de 18 dias, sendo 12 dias de administragdo dos PS e 6 de inducdo ao
estresse. Durante esse periodo as trocas parciais de d4gua foram suspensas. Semanalmente, o pH, a
temperatura e o oxigénio dissolvido da dgua foram monitorados. Todavia, durante os seis dias de
estresse, a freqiiéncia do monitoramento foi intensificada, sendo entdo realizada em dias alternados.
Os dados de sobrevivéncia foram registrados pela diferenga entre o antes e depois da indugdo do
estresse dos animais, sendo submetidos a andlise de varidncia ANOVA bifatorial. J& o ganho de
peso foi analisado em ANOVA unifatorial, sendo adotado um nivel de significancia de 5% para

ambos os testes.
RESULTADOS

SOBREVIVENCIA

Ao submeter pés-larvas do L.vannamei a administragdo dos PS na dgua de cultivo ndo foi
observado diferenca significativa (p > 0,05). Contudo, a menor sobrevivéncia observada foi no Ts,
durante a fase de estresse, em decorréncia de um descontrole do fornecimento de ar ao sistema em

duas das repeti¢des (Figura 1). No tratamento T,, observou-se uma melhoria na taxa tanto durante a
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administracdo dos PS como apds o periodo de indugdo de estresse nos animais, mas nio diferiu

entre os tratamentos T; € T4.

100 -
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; O T1 - Controle
g 007 mT2-0,1 mgiL
2 T3-0,5mg/L
> 40 - u mg
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Administra¢ao dos PS Estresse

Eventos do periodo de cultivo

Figura 1 - Sobrevivéncia das pods-larvas de Litopenaeus vannamei quando submetidas as

administracbes de polissacarideos sulfatados (PS).

BIOMASSA FINAL VIVA E GANHO DE PESO

O tratamento com 0,1 mg L de PS apresentou a maior biomassa final viva ao término do
estresse induzido, mas ndo diferiu significativamente entre os tratamentos (p > 0,05). (Tabela 1). No
tratamento T3, sobreviveram poucos animais em apenas uma das repetigdes, contribuindo assim
para os menores valores de biomassa final viva. Os pesos médios finais, por tratamento, foram
0,196 £ 0,002 (T,); 0,191 £ 0,034 (T); 0,074 = 0,126 (T3) e 0,202 + 0,044 g (T4), respectivamente,
os quais também ndo diferiram.

Tabela 1 - Biomassa final viva e ganho de peso das pods-larvas de Litopenaeus vannamei, por

tratamento, ao final do experimento.

Tratamentos Biomassa final (g) GPP (g)

T, - Controle 9,172 £ 1,435° 0,093 £ 0,002°
T,-0,l mg L™ 11,437 + 2,625° 0,088 + 0,036°
T5-0,5mgL" 2,873 + 4,976° rb
T4-1,0mg L 8,883 + 2,029 0,099 + 0,044°

Letras iguais indicam auséncia de diferengas significativas entre as médias.

GPP: ganho de peso do periodo; rb: redugdo de biomassa.
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PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

Durante o experimento, a temperatura ficou em torno de 28,04 £ 0,24 °C (média + DP), o
pH foi de 7,13 £ 0,35 e o oxigénio dissolvido atingiu valores de 3,25 + 0,50 mg L. Todas as
varidveis mantiveram-se dentro dos valores recomendados para o cultivo do camardo marinho L.
vannamei. Porém, o aumento da turbidez da agua de cultivo, durante o estresse, ocasionou uma

alteragdo significativa do comportamento dos animais.
DISCUSSAO

Nos trabalhos envolvendo imunoestimulantes sdo relatados que os efeitos negativos do
estresse em camardes e peixes em diversas fases de desenvolvimento podem ser minimizados
mediante diferentes formas de administragdo. Itami et al. (1998) relataram que a administragdo oral
do B-glucano (polissacarideos ndo-sulfatado) aumentou a sobrevivéncia, a taxa de crescimento ¢ a
atividade fagocitaria em camardes Penaeus japonicus. Banhos de imersdo em camardes L.
vannamei com PS extraidos de uma microalga cianoficea resultaram na melhoria de alguns
pardmetros imunoldgicos, tais como a atividade da enzima superoxido dismutase e a geracdo do
anion superéxido (Campa-Cdrdova, Hernandez-Saavedra, De Philippis & Ascencio, 2002). (Rivera
et al., 2002) relataram que o incremento de 10% do extrato da alga marinha parda Macrocystis
pyrifera na dieta de camardes L. vannamei resultou em uma maior biomassa final. Segundo Fu,
HouYeh, Li & Chen (2007) ao estudarem diferentes vias de administragdo (oral, imersdo e inje¢io)
de PS da alga marinha vermelha Gelidium amansii sendo observado um aumento da habilidade
imune e resisténcia em camardes L. vannamei quando foram expostos a bactéria Vibrio
alginolyticus. A utilizagdo por via oral apresentou um melhor efeito apds duas semanas de
administracdo.

A administracdo dos PS de S. filiformis, neste trabalho, ndo surtiu efeitos significativos na
taxa de sobrevivéncia e/ou no ganho de peso dos animais. Por outro lado, foi possivel avaliar o
estado de saude dos camardes quando tratados com 0,1 mg L' de PS, sendo observado uma maior
atividade natatdria e uma maior aptiddo alimentar, mesmo quando submetidos ao estresse. O
aumento da turbidez durante a suspensio da renovacgdo da dgua de cultivo proporcionou uma maior
rejei¢do do alimento ofertado aos animais dos tratamentos T; e Ts; durante o experimento,
indicando um comportamento de estresse. Os animais do tratamento T, n@o demonstraram
estimulos promovidos pelo estresse durante o experimento.

Alguns eventos tém sido relatados como efeitos adicionais a imunoestimulag¢do. Rodrigues,

(2006) observou que a administracdo didria de 1,0 mg L dos PS da alga marinha vermelha H.

85



Rev. Bras. Enga. Pesca 3(2), jul. 2008

pseudofloresia promoveu um comportamento mais ativo, aumento da freqii€éncia de mudas e maior
apetite alimentar em camardes adultos de L. vannamei. Além disso, esses polissacarideos
reduziram significativamente a taxa de mortalidade quando os animais foram submetidos a
condi¢des adversas de estresse. Lopez et al (2003) ao estudarem B-glucanos na dieta de juvenis do
camardo L. vannamei relatam que o polissacarideo foi degradado na glandula digestiva por B-
glucanases para produzir energia apos 40 dias de administragdo, permitindo o direcionamento de
outras proteinas para o crescimento. Entretanto, neste ultimo caso, ndo existem relatos da
ocorréncia desses eventos com PS de algas marinhas.

Segundo Tavares-Dias & Moraes (2004) os autores relatam que a analise dos padrdes
sanguineos sdo subsidios importantes no diagndstico e progndstico de condi¢cdes morbidas em
populagdes. Uma forma de avaliar o estado de satde de peixes é o diagnostico dos tecidos
hematopoéticos pela presenca de centros de melanomacréfagos ou agregados de macréfagos no
figado, baco e no rim. Esses centros possuem fun¢do imunoldgica como respostas humoral e
inflamatoéria e ainda estocam, destroem, ou detoxificam substancias exdgenas e enddgenas. Farias
et al. (2004) observaram que pequenas doses de PS da alga marinha vermelha Botryocladia
occidentalis aumentaram a taxa de sobrevivéncia durante a reversdo sexual da tilapia do Nilo
Oreochromis niloticus. Aumento da atividade fagocitica ¢ a producdo de anion superoxido foram
estimulados pela administracdo da microalga Spirulina platensis incorporada na dieta da carpa
comum Cyprinus carpio (Watanuki, Ota, Malina, Tassakka, Kato & Sakai, 2006).

Sdo reportadas em algumas pesquisas que o estabelecimento de uma dose 6tima de um
imunoestimulante ¢ extremamente importante para se obter uma resposta efetiva e alguns relatos
(Boonyaratpalin, Boonyaratpalin, Supamattaya & Yoride, 1995; Park & Jeong, 1996; Tinman,
Belotsky, Avidar, Bogin, E. & Bejerano, 2000; Farias et al., 2004) tém demonstrado que doses
baixas surtem um melhor efeito do que doses mais elevadas. A utilizacdo de doses mais elevadas
pode causar imunosupressdo em peixes (Sakai, 1999) e deformidades durante a pré-muda em
crustaceos (Cenaim, 2001). Porém, essas avaliacdes podem ser estratégias para a descoberta de
doses intermédidrias que direcione administragdes especificas durante eventos que promovam
estresse, tais como no transporte e no ciclo reprodutivo dos animais aquaticos (Bricknell & Dalmo,
2005). Os imunoestimulantes sdo considerados como as melhores ferramentas na inducdo do
crescimento e sobrevivéncia em camardes (Azad et al., 2005), sendo a melhor alternativa durante o
monitoramento de doencas infeciosas, ocasionadas pelo estresse, que agridem o sistema imune em

camardes (Alday-Sanz, 2007).
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Os resultados obtidos neste estudo demonstram que as diferentes doses de PS de S.
filiformis utilizadas nao promoveram melhoria no desempenho zootécnico do animal. Desta forma,
recomenda-se a utilizacdo desses compostos mediante outras diferentes vias de administragdo e
com um periodo maior de aplicagdo em diferentes fases de desenvolvimento do L. vannamei. A
complexidade e a heterogeneidade dos PS sdo justificadas em razdo das diferentes possibilidades
de ligacdes entre monossacarideos e a distribui¢do de grupamentos sulfato. Desta forma, cada
espécie de alga pode possuir conformagdo estrutural unica e que resulta em diferentes requisitos
para a acdo biologica que sdo, na maioria dos casos, dificeis de elucidar (Percival & Macdoweell,
1967; Mourdo & Pereira, 1999; Farias et al., 2000). A utiliza¢do de diferentes estratégias de
administracdo desses compostos (S. filiformis) no L. vannamei talvez habilite o sistema imune a
promover resisténcia dos animais quando expostos as situacdes de estresse.

A aqtiicultura integrada tem ganhado destaque nos ultimos anos, mediante a associag¢do de
cultivos de algas e ostras, contribuindo de maneira significativa na melhoria da qualidade de agua
dos efluentes e reduzindo as chances de doengas nos cultivos de organismos aquaticos de interesse
comercial (Neori et al., 1996; Calvacante-Junior, Andrade, Bezerra, Gurjdo & Farias, 2005). Além
disso, a producgdo de algas na propria fazenda de camardo marinho poderia ser mais uma alternativa
na suplementacdo na dieta dos animais, na forma de farinha de algas, contribuindo também com a
redugdo dos custos de produgdo e o extrativismo a partir dos bancos naturais. O manejo adequado
dos recursos naturais ¢ de extrema importancia para o equilibrio ambiental e a sustentabilidade da
atividade na geracdo de proteina animal para a populagao.

A realizagdo de novos estudos com diferentes administracdes dos PS da alga marinha
vermelha S. filiformis sdo recomendados a fim de avaliar seus efeitos no estresse de pds-larvas do

camarao marinho L. vannamei.
CONCLUSAO

A adigdo diaria dos polissacarideos sulfatados, extraidos da alga marinha vermelha Solieria
filiformis, na agua de cultivo de camardes L. vannamei, ndo resultou no aumento da taxa de
sobrevivéncia e ganho de peso dos animais (p > 0,05). No entanto, a administragdo de pequenas
quantidades do composto promoveu uma melhoria no quadro aparente de satide dos animais quando

expostos a uma situag@o adversa de estresse.
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