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Resumo Polissacarideos sulfatados (PSs) extraidos da
alga marinha vermelha Halymenia pseudofloresia,
arribada na praia cearense de Flecheiras, podem
apresentar efeitos redutores do estresse em camardes
juvenis de Litopenaeus vannamei. Neste trabalho,
objetivou-se avaliar o efeito da administragdo dos PSs
de H. pseudofloresia na &gua doce de cultivo de
camar@es adultos L. vannamei e analisar
bioquimicamente o muasculo dos animais apés
inducdo ao estresse. Os PSs foram extraidos
consecutivamente com papaina em tampéo acetato de
sodio 100 mM (pH 5,0) contendo cisteina 5 mM e
EDTA 5 mM, cujo rendimento total foi de 63,94%.
CamarBes (8 g) foram obtidos de uma fazenda
comercial, submetidos a aclimatacdo em laboratério e,
em seguida, estocados (0,3 camardo L™) durante 20
dias em aquarios de 38 L. O bioensaio constou de dois
tratamentos com quatro repeticdes cada um: T1
(controle) s/PSs e T2 1,0 mg L™ de PSs, os quais
foram administrados duas vezes ao dia apdés a
renovacéo da agua de cultivo dos animais. No 16° dia,
a suspensdao dos PSs e renovacao de agua dos aquarios
gerou uma condicdo de estresse que resultou numa
sobrevivéncia de 37,5% (p < 0,05) contra 100% de
mortalidade dos animais do grupo controle que ndo
receberam PSs. Quando submetidos a extracdo de PSs
a partir do musculo, as andlises bioquimicas
realizadas por fracionamento em coluna de DEAE-
celulose e por eletroforese em gel de agarose
sugeriram que os compostos foram absorvidos pelos
animais. Portanto, a uso de quantidades baixas dos
PSs de H. pseudofloresia na agua doce de cultivo
melhoram a sobrevida de adultos de L. vannamei,
quando expostos a condicao de estresse.
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Abstract. Sulfated polysaccharides (SPs) from the
red seaweed Halymenia pseudofloresia delivery on
the shores of the Flecheiras beach, Ceard, were
shown to reduce the stress in Litopenaeus vannamei
juvenile’s shrimps. The aim of this study was to
evaluate the effect of administration of the SPs from
H. pseudofloresia in water cultivation of L.
vannamei adult shrimps and analyze biochemically
the animals' muscle after stress induction. SPs were
consecutively extracted with papain in 100 mM
sodium acetate buffer (pH 5.0) containing 5 mM
cysteine and 5 mM EDTA, whose total yield was
63.94%. Shrimps (8g) were obtained from a
commercial farm, submitted to acclimatation in
laboratory and, then stocked (0.3 shrimp L™) for 20
days in 38 L aquariums. The bioassay consisted of
two treatments with four replications each one, T1
(control) without SPs and T2 1.0 mg L™ of SPs,
which were administrated twice per day after water
renovation of animal cultivation. At the 16™ day, the
suspension of SPs and the aquarium water
renovation generated a stress condition, which
resulted in an animal survival rate of 37.5% (p <
0.05) against 100% animal mortality rate from the
control group that did not receive SPs. When
submitted to a SPs extraction from the muscle, the
biochemical analyses performed by fractionating on
DEAE-cellulose and by agarose gel electrophoresis
suggested that the compounds were absorbed by
animals. Therefore, the use of low amounts of SPs
from H. pseudofloresia in water cultivation
increases the survival of L. vannamei adults, when
exposed under stress conditions.
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Introducéo

Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) é um peneideo marinho que tem distribui¢do geografica da costa do
Panama até Tumbes, norte do Peru (Perez-Farfante & Kensley, 1997). E cultivada em diversos paises do
mundo, especialmente no Nordeste do Brasil (Rocha & Rodrigues, 2004), onde as condi¢Bes geograficas e
climaticas sdo muito favoraveis para o seu cultivo (Barraco, 2004), ndo apenas em areas costeiras, mas
também em aguas oligohalinas, nas quais também vém ocorrendo a sua producdo comercial (Valenca &
Mendes, 2004).

A resposta imunologica de camardes frente as enfermidades representa uma barreira para o
desenvolvimento de estratégias profilaticas mais eficazes na prevencdo do estresse, uma vez que os fatores
que determinam o estado de saude desses animais ainda sdo praticamente desconhecidos (Barraco, 2004).
Destes fatores, destacam-se as praticas intensivas de manejo (altas densidades populacionais, por exemplo) e
outras formas de manifestacfes do estresse, ocasionadas pelas variacbes de temperatura, salinidade e
impactos ambientais, através de fendmenos de eutrofizagdo, tornando os animais vulneraveis aos micro-
organismos patogénicos e causando doencas (Vadstein, 1997; Gesteira, 2006). O emprego inadequado de
antibidticos também acarreta selecdo microbiana, favorecendo riscos a atividade e a saude do consumidor
(Figueiredo, Godoy & Leal, 2008). Em adicdo, a expansdo da atividade favorece o surgimento de doencas,
principal fator limitante para o sucesso da carcinicultura mundial.

Os imunoestimulantes sdo conhecidos por suas a¢fes na indugdo do crescimento em camardes (Azad et
al., 2005), no monitoramento de doengas infecciosas ocasionadas pelo estresse que debilitam o sistema imune
(Alday-Sanz, 2007), na ativacdo da fagocitose e atividade das células de defesa contra patdgenos e seus
metabolitos (Sakai, 1999; Campa-Cdérdova, Hernandez-Saavedra, Philipps & Ascendio, 2002), que levam a
um melhor desempenho zootécnico e/ou sobrevivéncia, trazendo beneficios a salde dos animais aquaticos
(Sakai, 1999; Bricknell & Dalmo, 2005; Lima, 2007; Araujo, Farias, Rodrigues, Torres & Pontes, 2008).
Plantas, fungos e algas sdo fontes potenciais de compostos dotados de propriedades imunoestimulantes para
uso na aquicultura de espécies aguaticas de interesse comercial (Jeney, Galeotti, Volpatti, Jeney & Anderson,
1997; Itami et al., 1998; Sakai, 1999; Campa-Cordova, Hernandez-Saavedra, Philipps & Ascendio, 2002;
Digenci & Candan, 2003; Chotieat, Tongsupa, Supamataya & Phongdara, 2004; Farias et al., 2004; Bagni et
al., 2005; Bricknell & Dalmo, 2005; Supamattaya, Khunrag, Thanardkit & Verduyn, 2005; Montero-Rocha,
A., Mclntosh, Sanchez-Merino & Flores, 2006; Barroso, Rodrigues, Torres, Sampaio & Farias, 2007; Aradjo,
Farias, Rodrigues, Torres & Pontes, 2008).

Os polissacarideos sulfatados (PSs) sdao macromoléculas polianiénicas estruturalmente complexas e
heterogéneas encontradas em grandes concentracdes nas matrizes extracelulares das algas marinhas nas quais
desempenham papéis fisioldgicos inerentes a vida desses organismos no ambiente marinho (Percival &
MacDowell, 1967; Rodrigues, Torres, Alencar, Sampaio & Farias, 2009b). Esses polimeros possuem uma
versatilidade de aplicacBes biotecnoldigcas geradoras de interesses econdmicos e cientificos devido as suas
propriedades reologicas e bioatividades (Glicksman, 1983; Araljo, Farias, Rodrigues, Torres & Pontes, 2008;
Prajapati, Maheriya, Jani & Solanki, 2014; Mourdo, 2015).

Hé ainda poucos estudos sobre 0 emprego dos PSs de macroalgas marinhas benténicas ocorrentes na costa
brasileira como agentes profilaticos contra o estresse em camardes. Por exemplo, Barroso, Rodrigues, Torres,
Sampaio & Farias (2007) relataram que a administracdo dos PSs extraidos da rodoficea Botryocladia
occidentalis promove uma melhoria na taxa de sobrevivéncia de pos-larvas de L. vannamei. Mais
recentemente, Rodrigues, Sousa-Junior, Lourengo, Lima & Farias (2009a) observaram que, durante a
administracdo de PSs da alga marinha vermelha H. pseudofloresia na 4gua de cultivo, resulta na melhoria da
sobrevivéncia, atividade motora e consumo alimentar de juvenis de L. vannamei. Espécies algaceas
vermelhas do género Halymenia C. Agardh (1817) sdo também conhecidas por apresentarem PSs com agdes
moduladoras sobre os sistemas de coagulacdo (Rodrigues, Torres, Alencar, Sampaio & Farias, 2009b) e
gastrointestinal (Graca et al., 2011).

Neste contexto, a presente investigacdo avaliou a resposta de camardes adultos tratados com PSs de H.
pseudofloresia, quando cultivados em agua doce em laboratorio. A exposicdo dos animais a uma situagio
desfavoravel de cultivo foi também aplicada ao final do experimento, a fim de compreender melhor as
caracteristicas fisico-quimicas desses compostos apds obtidos do tecido muscular dos camar@es sobreviventes
ao desafio de estresse.
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Material e Métodos

ALGA MARINHA E OBTENCAO DOS PSS

Os exemplares arribados da alga marinha vermelha H. pseudofloresia (registrada sob n° 0623 no herbério
ficocoldgico do Laboratdrio de Ciéncias do Mar - Labomar, Universidade Federal do Ceard) foram coletados
manualmente nas margens da praia de Flecheiras, municipio de Trairi, Ceard. No Laboratério de Bioguimica
Marinha do Departamento de Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Ceara, as amostras da referida
espécie foram lavadas com agua destilada para a retirada de sal e areia e desidratadas em estufa (24 h; 40°C)
como previamente descrito (Rodrigues, Torres, Alencar, Sampaio & Farias, 2009b). Apds esses
procedimentos, o tecido foi cortado em pequenos pedacos e armazenado em frasco fechado, para posterior
extracdo dos PSs totais.

Essencialmente cinco gramas de tecido desidratado foram digeridas (60°C; 24 h) com papaina, em 250
mL de tampao acetato de so6dio 100 mM (pH 5,0) contendo cisteina e EDTA (ambos 5 mM), de acordo com
Farias, Valente, Pereira & Mour&o (2000). Brevemente, o material foi centrifugado (7.965 x g; 20 min. 10
°C), concentrado por precipitacdo com 16 mL de cloreto cetilpiridinio (CCP) a 10%, lavado (200 mL; CCP
0,05%; 25 °C; 24 h) e, posteriormente, dissolvido em 174 mL de NaCl 2 M: etanol absoluto (100: 15; v/v; 4
°C; 24 h). Logo ap6s uma precipitacdo em etanol absoluto, o material foi lavado com etanol 80% (200 mL; 2
x), etanol absoluto (200 mL; 1 x) e seco em estufa (60 °C; 24 h). Os residuos obtidos foram redigeridos com
papaina para otimizacdo do rendimento a partir de extraces consecutivas (Rodrigues, Torres, Alencar,
Sampaio & Farias, 2009b).

Cada extracdo foi realizada em triplicada e os valores obtidos submetidos a analise de variancia (Anova),
seguido pelo teste tukey (p < 0,05).

CAMAROES E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Camardes adultos (8 g) L. vannamei foram obtidos de uma fazenda de cultivo comercial em &gua doce
localizada no municipio de Jaguaruana, Estado do Ceard. Os animais foram transportados até o Laboratorio
de Agquicultura do Departamento de Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Ceard, em sacos
plasticos (20 L/40 animais) abastecidos com 1/3 de agua doce do viveiro e 2/3 de oxigénio, os quais foram
acondicionados em caixas de papeldo forradas com isopor. No laboratério, os camarbes foram
aclimatizatados por 30 min em uma caixa d’agua de 500 L e, em seguida, estocados em aquarios com volume
de 38 L, na densidade de 0,3 camardes L™, permanecendo sob observacéo durante uma semana para que 0s
camardes se recuperassem do estresse causado pelo transporte. Durante este periodo, foram realizadas duas
trocas parciais diarias de dgua (25%) (8 e 15 h), de cada aquario, quando também foram retirados restos de
racdo e dejetos dos animais. A alimentacéo foi oferecida ad libitum, em duas por¢des diarias (9 e 16 h), com
racdo peletizada (35% PB). Manejo semelhante foi adotado durante o periodo experimental.

O experimento constou de dois tratamentos com trés repeticdes cada um, sendo um eeme controle (sem a
adicdo de PSs) e outro com a adicdo de PSs (1,0 mg L™), administrada duas vezes ao dia (10 e 17 h), sempre
apos a renovacdo de dgua. Para isso, os PSs foram dissolvidos em um pequeno volume de agua destilada e,
em seguida, adicionada na agua de cada aquario, de acordo com descrito por Rodrigues, Sousa-Junior,
Lourenco, Lima & Farias (2009a).

SOBREVIVENCIA E GANHO DE PESO

A sobrevivéncia foi registrada diariamente, durante todo o periodo de cultivo dos animais. A avaliacdo do
ganho de peso final (kg) foi estimada a partir de pesagens realizadas com balanca semi-analitica (0,01 g).

TESTE DE ESTRESSE

Apos 15 dias de cultivo, os camardes foram submetidos a uma situacdo de estresse, pela suspensdo dos
PSs e renovagdo de 4gua dos aquarios. A sobrevivéncia final também foi registrada e a condigdo de saude dos
animais avaliada (Rodrigues, Sousa-Janior, Lourenco, Lima & Farias, 2009a).

VARIAVEIS FISICO-QUIMICAS E ANALISES ESTATISTICAS

A temperatura (°C) e a concentracdo de oxigénio dissolvido (mg L™) da agua foram monitorados duas
vezes por semana (Oximetro). O pH também foi determinado com auxilio de um medidor de bancada bem
como a concentracio de amdnia total (mg L™), a qual foi determinada através do método Nessler em
espectrofotdmetro atraves da leitura no comprimento de onda ajustado em 425 nm. Os dados de mortalidade e
biomassa final foram submetidos ao teste t-Student (amostras independentes), com significancia de 5%.
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EXTRACAO DOS POLISSACARIDEOS SULFATADOS DO MUSCULO E ANALISES BIOQUIMICAS

A extracdo dos PSs dos camarfes que receberam o composto (T2) e aqueles de um grupo controle (T1)
foram submetidos a uma extragdo de PSs a partir de trés individuos, previamente descabecados e
descascados. Para isso, a parte muscular foi lavada com agua destilada e levada para secagem em estufa (40
°C; 24 h), seguido da extracdo dos PSs a partir de 1,2 g de tecido seco, o qual foi cortado para digestdo com
10% de papaina bruta, em tampé&o acetato de sédio 100 mM (pH 5,0) contendo cisteina5 mM e EDTA 5mM,
seguindo o mesmo protocolo de obtencédo de PSs utilizado para a alga marinha deste trabalho.

Os extratos totais (alga x camardes) secos foram fracionados por cromatografia de troca ibnica em coluna
de DEAE-celulose (6,5 x 1 cm) equilibrada e percolada com o mesmo tampdo de extragdo. Os PSs
adsorvidos no gel foram eluidos com tampé&o de extragdo contendo NaCl em diferentes concentracées (0,25 —
2,0 M), sendo monitorados através da propriedade metacromatica usando o 1,9-azul dimetilmetileno de
acordo com Fandarle, Buttle & Barrett (1986) em espectrofotémetro (525 nm), a partir de fracGes de 5 mL
obtidas de um coletor de fracGes. As fracGes liofilizadas foram analisadas por eletroforese em gel de agarose
a 0,5% em tampéo 1,3-acetato diaminopropano 0,05 M (pH 5,0), sendo a corrida realizada com voltagem 110
V durante 1 h. Apds a corrida, os PSs presentes no gel (alga x camardes) foram fixados com uma solucédo de
N-cetil-N,N,N-brometo de trimetilamdnio 0,1% por 24 h. Em seguida, o gel foi corado com azul de toluidina
a 0,1% e descorado com uma solugdo contendo etanol absoluto, agua destilada e acido acético glacial (4,95:
4,95: 0,1; viviv) (Diethich & Dietrich, 1976).

Resultados e Discusséo

CONTEUDO DE PSS SUGERE VARIAR COM A COLETA DA ALGA EM DIFERENTES ESTAGIOS DE
DESEMVOLVIMENTO

O emprego da digestdo enzimatica de proteinas por enzimas proteoliticas (papaina) na extracdo dos PSs
totais presentes na alga marinha vermelha H. pseudofloresia resultou em trés extracGes consecutivas (Figura
1).
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Figura 1. Rendimento, por extracdo, dos polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha Halymenia
pseudofloresia. Anova seguida pelo teste Tukey com p < 0,05 (n = 3).

A maior quantidade foi obtida durante a 1% extracdo (p < 0,05), enquanto rendimentos bem inferiores
foram obtidos na 22 e 3% extracdes, totalizando assim 63,94% a partir da matéria-prima desidratada e secagem
em estufa. Esse rendimento corroborou os resultados de Rodrigues, Torres, Alencar, Sampaio & Farias
(2009b), para essa mesma espécie algacea, embora tenha obtido um rendimento de aproximadamente 1.36
vezes menor do que o deste estudo. Tal fato pode ser o resultado do uso de exemplares da alga em diferentes
estagios de desenvolvimento, refletindo no rendimento de PSs totais (Percival & McDowell, 1967; Prajapati,
Maheriya, Jani & Solanki, 2014).

A andlise de rendimento do presente estudo superou aquela obtida para Botryoccladia occidentalis (4%)
(Farias, Valente, Pereira & Mourdo, 2000), quando os polissacarideos dessa espécie foram utilizados em
bioensaios com peixes (Farias et al., 2004) e camardes (Barroso, Rodrigues, Torres, Sampaio & Farias, 2007).
Lima (2007) observou que o rendimento de PSs totais da alga marinha parda Spatoglossum shroederi
decresceu ao longo de trés extracOes consecutivas (29; 7,83 e 1,55%, respectivamente), antes de serem
utilizados na agua de cultivo durante o desenvolvimento de camardes L. vannamei. Os estudos implicam que
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o0 uso de diferentes espécies de macroalgas e a coleta em diferentes periodos do ano pode ocasionar varia¢éo
na quantidade de PSs obtida da matriz extracelular desses organismos (Percival & McDowell, 1967). A
bioprospeccdo de fontes produtoras de ficocoldides é justificada devido as propriedades espessantes e
geleificantes desses compostos (Glicksman, 1983; Prajapati, Maheriya, Jani & Solanki, 2014), bem como
bioatividades (Farias, Valente, Pereira & Mourdo, 2000; Chotieat, Tongsupa, Supamataya & Phongdara,
2004; Barroso, Rodrigues, Torres, Sampaio & Farias, 2007; Mourdo, 2015).

A realizacdo de bioensaios em laboratdrio tem sido ferramentas importantes na descoberta de fontes de
imunoestimulantes para aquicultura, bem como no desenvolvimento de estratégias profilaticas mediante a
avaliacdo e monitoramento do estado imunoldgico de camardes submetidos a cultivos, sob condicdo de
estresse (Bachere, 2000). Neste contexto, o emprego de PSs extraidos de macroalgas nativas do litoral
cearense no cultivo intensivo de peixes e camardes (Farias et al., 2004; Chotieat, Tongsupa, Supamataya &
Phongdara, 2004; Lima, 2007; AraGjo, Farias, Rodrigues, Torres & Pontes, 2008; Rodrigues, Junior,
Lourengo, Lima & Farias, 2009a), com exposi¢es dos animais a diferentes niveis de estresse, tém sido
parametros de resposta na selecdo de espécies algais para o direcionamento de pesquisas a cerca dos efeitos
dos PSs na resisténcia de camardes, tendo em vista a escassez de informacGes sobre o sistema imunoldgico
desses animais e dos fatores que determinam as suas condi¢des de satde (Barraco, 2004). Portanto, a extracao
de maior rendimento PSs de H. pseudofloresia (Figura 1) foi utilizada no experimento in vivo.

MORTALIDADE

Durante as duas primeiras semanas que antecederam ao estresse, ndo foi observada melhoria na taxa de
sobrevida (p > 0,05) dos camardes que receberam as solucdes de PSs (1 mg L™) em comparacdo ao
tratamento controle (sem PSs) (Figura 2). No entanto, quando submetidos ao estresse desafiados ao estresse
(terceira semana), a mortalidade dos animais reduziu (p < 0,05) ap6s o tratamento com PSs, enquanto 100%
de mortalidade dos camardes participantes do controle foram observadas ao final do experimento.
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Figura 2. Mortalidade diaria dos camardes adultos (Litopenaeus vannamei) durante o periodo de cultivo. Os PSs foram
administrados durante os 15 primeiros dias, seguido de estresse dos animais (5 dias).
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O uso de micro-organismos patogénicos, bem com a exposic¢éo a fatores de natureza quimica, bioldgica
e/ou fisica também tém sido empregados para ativar o sistema imunolégico dos organismos aquéticos. Por
exemplo, na administracdo de doses diferentes de glucanos na dieta de trutas (Oncorhynchus mykiss) para
avaliar sua eficicia na ativacdo do sistema imunoldgico ndo especifico submetidas a transporte por duas
horas, Jeney, Galeotti, Volpatti, Jeney & Anderson (1997) observaram uma diminui¢do das defesas dos
animais. No entanto, quando alimentados com baixas doses (0,1; 0,5 e 1%) algumas semanas antes do
transporte, os animais responderam ao estresse. Campa-Cérdova, Hernandez-Saavedra, Philipps & Ascendio,
2002, administrando por imersdo solucdes contendo B-glucano (0,5 mg mL™) da levedura Saccharomyces
cerevisiae e PS (1,0 pg mL™) da microalga Cyanothece sp em camardes adultos L. vannamei pesando 10 a 12
g, observaram um efeito imunoestimulante 500 vezes superior do PS, com elevados niveis de atividade de
enzima superoxido dismutase e geracdo do &nion superdxido. A administracdo oral dos PSs extraidos da alga
marinha parda Sargassum polycystum no camardo Penaeus monodon preveniram o impacto do virus causador
sindrome da mancha branca (WSSV) nos animais (Chotieat, Tongsupa, Supamataya & Phongdara, 2004).

A incorporacdo de &cido alginico (ergosan) e o B-glucano na dieta do peixe Diecentrarchus labrax,
habilitaram o sistema inume ndo-especifico, quando os animais foram expostos principalmente a condigdes
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ambientais adversas (Bagni et al., 2005). Na administragdo oral dos PSs extraidos da rodoficea Gracilaria
caudata incorporados na ragdo de reversao de tilapias (Oreochromis niloticus), durante a reversdo sexual dos
peixes, Araljo, Farias, Rodrigues, Torres & Pontes (2008) observaram que pequenas doses do composto (0,1
e 0,2 mg g™) foram capazes de melhorar a sobrevivéncia, ap6s a indugdo de uma situacio extrema de estresse
no cultivo.

Neste trabalho, a sobrevivéncia dos camardes tratados com PSs extraidos de H. pseudofloresia foi de
37,5% (Figura 2), semelhante aquela observada em pés-larvas de L. vannamei (36,1%) durante tratamento de
imersdes em intervalos de 24 h usando os PSs extraidos da rodoficea B. occidentalis (Barroso, Rodrigues,
Torres, Sampaio & Farias, 2007). Segundo Itami et al. (1998), a administracdo oral com peptideos glucanos
(65 dias) resultou em uma melhoria na sobrevivéncia do camardo Penaeus japonicus (63,4%) submetido a
infeccdo com Vibrio penaeicida, comparado ao controle (25%). Quando o periodo de administracdo foi
prolongado para 95 dias, as sobrevivéncias atingiram 81,7 e 20%, respectivamente. Os imunoestimulantes se
traduzem como as melhores ferramentas na inducéo do crescimento e/ou sobrevivéncia (Sakai, 1999).

BIOMASSA FINAL VIVA E ANALISES BIOQUIMICAS

Os camardes do tratamento sem PSs ndo apresentaram ganho de biomassa final viva ao final do periodo
experimental, enquanto aqueles que receberam diariamente as solugdes com PSs (1 mg L™), resistindo ao
estresse (Figura 2) (p < 0,05), apresentaram 0,0542 + 0,0102 kg de ganho de biomassa final. A maior
atividade natatoria e freqiiéncia de mudas, bem como no consumo alimentar sugerem que 0s animais estavam
estimulados a crescer. Graca et al. (2011) relataram efeitos estimulatérios sobre o sistema gastrointestinal de
roedores tratados com PSs extraidos da alga marinha vermelha Halymenia floresia. Os resultados desta
pesquisa corroboram as observacfes de Lima (2007) que aplicaram diariamente na agua de cultivo de L.
vannamei, PSs (2 mg L™) extraidos da feoficea S. shroederi. Ademais, Rodrigues, Sousa-Janior, Lourenco,
Lima & Farias (2009a) verificaram a ocorréncia de maior padronizagdo no ganho de peso de camarfes
juvenis da mesma espécie, apés 45 dias de cultivo seguido de estresse, quando previamente tratados com 1
mg L™ de PSs (H. pseudofloresia). Segundo Bricknell & Dalmo (2005), o emprego de imunoestimulantes na
aqlicultura deve envolver administracbes em intervalos de 4 a 6 semanas, de maneira regular a resposta
imune do animal. Os autores também prop6em sua utilizacdo em periodos criticos, quando os riscos de
doencas sdo mais elevados (transporte, ciclo reprodutivo, etc).

O uso de B-glucano foi capaz de reduzir o estresse do Peneus japonicus com o aumento da taxa de
crescimento e a atividade fagocitaria dos hemdcitos dos camardes (Itami et al. 1998), enquanto que a
incorporacdo de 10% da alga marinha parda Macrocystis pyrifera na dieta do L. vannamei resultou em
aumento na taxa de crescimento dos animais através do incremento no consumo alimentar segundo Rivera et
al. (2002). Os imunoestimulantes sdo considerados as melhores ferramentas na indu¢do do crescimento (Azad
et al., 2005), na tentativa de minimizar os impactos da aquicultura intensiva (peixes e camar@es) e alcancar
melhores produtividades (Sakai, 1999).

Este estudo revelou que os camardes responderam a administracdo diaria de PSs (1 mg L) (Figura 2)
como refor¢ou também a obtencdo dos PSs prevenientes do musculo dos camardes, apés 20 dias de cultivo. O
procedimento de DEAE-celulose indicou perfis cromatograficos semelhantes entre os extratos contendo PSs
da alga H. pseudofloresia e dos animais (Figura 3A) com base na metacromasia das fracGes eluidas de acordo
com a concentracdo de sal (Fandarle, Buttle & Barrett, 1986), além da revelacéo por eletroforese de bandas
polidispersas apresentando mobilidades similares entre as fragdes obtidas da cromatografia (Figura 3B) como
esperado (Rodrigues, Torres, Alencar, Sampaio & Farias, 2009b). Tais resultados combinados determinaram
a sugestdo de que alguma forma ocorreu absorcdo dos PSs da alga pelos camardes submetidos ao tratamento
profilatico. Em adigdo, a reducdo da propriedade metacromética de duas fracoes (F1 e F3) e a auséncia da
fracdo F5, no fracionamento dos PSs extraidos dos camardes, apontam que o composto foi, possivelmente,
degradado pelos animais, somando-se também a um maior grau de resolucdo observado para a fragdo F2c,
eluida com 0,75 M de sal, a partir do perfil eletroforético, quando comparada a F2a, obtida na mesma
concentracdo de sal, durante o fracionamento desses compostos.

Lopez et al. (2003) relataram que ao final de 40 dias de administragdo do B-glucano na dieta de juvenis do
camardo L. vannamei, ocorreu degradacdo do polissacarideo na glandula digestiva por B-glucanases para
produzir energia, permitindo o direcionamento de outras proteinas para o crescimento, além de promover um
aumento significativo do niamero de hemdcitos nos animais.

No caso de PSs, ndo existem relatos da absor¢do ou degradacdo de PSs de algas marinhas por camardes e,
caso isto tenha acontecido neste experimento, as quantidades absorvidas provavelmente ndo foram
suficientes, possivelmente, para servir como fonte de energia. No entanto, a sobrevivéncia foi bastante
evidente, indicando uma resposta de acdo imunoestimulante (Figura 2); portanto, sem apresentar sinais de
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Figura 3. Cromatografia dos PSs em coluna de troca iénica DEAE-celulose (A) e analise das fragGes por eletroforese
em gel de agarose (B). A, a coluna equilibrada e lavada com tampédo AcNa. Os PSs adsorvidos no gel eluidos com NaCl
em diferentes concentracdes (0,50-1,50 M) e monitorados por metacromasia usando o azul 1,9-dimetilmetileno. (l—m)
extrato algal; (O—O) extrato animal. B, eletroforese em gel de agarose das fracGes dos camardes (F2c; F3c e F4c - (A))
e Halymenia pseudofloresia (F2a; F3a e F4a — (B)) e coradas com azul de toluidina a 0,1%.

toxicidade importante em que comprometessem as atividades fisioldgicas comuns dos animais (mobilidade,
troca de mudas e consumo de alimento). A utilizacdo de doses adequadas de imunoestimulantes habilita a
resposta imunolégica ndo-especifica dos animais. Quando tratados com dosagens elevadas, formacdo
inadequada da pré-muda e riscos de toxidade podem ser observados em crustaceos, principalmente quando
aplicados em longo prazo (Hauton & Smith, 2004).

A analise comparativa dos PSs (alga x camardes) foi somente realizada devido ao acimulo do composto
no musculo dos animais em razao, possivelmente, da sua viscosidade comumente apresentada pelos PSs de
algas marinhas vermelhas (Glicksman, 1983; Prajapati, Maheriya, Jani & Solanki, 2014), quando dissolvidos
no pequeno volume de &gua para o tratamento especifico (1,0 mg L™). A deteccdo bioquimica desses
polissacarideos a partir do musculo (L. vannamei) possa assim vir a traduzir como uma ferramenta de apoio
na avaliagcdo de alguns parametros imunoldgicos em camardes, quando tratados com PSs. Segundo Campa-
Cordova, Hernandez-Saavedra, Philipps & Ascendio (2002), banhos de imersdo em camardes L. vannamei
com polissacarideos resultaram em melhoria de alguns parametros imunoldgicos, tais como a atividade da
enzima superoxido dismutase e a geracdo do anion superdxido, quando seus efeitos foram mensurados a
partir dos hemdcitos e do musculo dos animais, apds periodos de 1, 3 e 6 horas de tratamentos. Os autores
afirmaram ainda um efeito prolongado na atividade oxidativa da enzima 24 e 48 horas depois de 6 horas de
imersdo dos camardes com B-glucano, retornando aos valores normais apos 72 h.

QUALIDADE DE AGUA

As variaveis fisico-quimicas da dgua, como temperatura variaram de 26,30 a 27,2 °C, pH de 6,86 a 7,23 e
a concentracdo de oxigénio dissolvido de 4,37 a 6,30 mg L™, os quais mantiveram-se dentro dos limites para
0 cultivo da espécie em ambiente de laboratério (Rodrigues, Janior, Lourenco, Lima & Farias, 2009a).
Entretanto, os teores de amonia sofreram grandes variagdes no experimento, diferindo significativamente (p <
0,05) entre os periodos de administracdo dos PSs e a inducéo de estresse nos animais (Figura 4).

No entanto, a diferenga na concentracdo de amonia encontrada na agua de cultivo ds animais ndo se
traduziu em um aumento da mortalidade dos camardes, uma vez que tal concentracdo decresceu
acentuadamente durante o estresse, em virtude da diminuicdo da biomassa estocada (mortalidade) o que levou
a reduzir o aporte de dejetos e racdo na agua doce de cultivo dos animais para a producdo de compostos
amoniacos (Esteves, 1988). Rodrigues, Sousa-Junior, Lourenco, Lima & Farias (2009a) observaram, na
inducdo de estresse em juvenis de L. vannamei (4 dias), previamente tratados com PSs (H. pseudofloresia) na
agua doce de cultivo (41 dias), uma exposicdo dos camardes a valores de turbidez mais elevados quando
comparados ao grupo controle, sugerindo que esses compostos poderiam estar ajudando a minimizar o
estresse osmotico dos animais, quando cultivados em &gua doce e sob condi¢des adversas. No entanto, as
administracdes (1 mg L'l), a cada 48 horas, na dgua de cultivo dos animais, ndo resultaram no aumento da
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Figura 4. Variacdo da concentracdo de aménia durante o periodo de cultivo dos animais.

sobrevivéncia. A partir desse estudo prévio em juvenis, foi especulado para esta investigacdo que a
frequéncia de aplicagdo na agua doce de cultivo de PSs (H. pseudofloresia) poderia ser um requerimento
importante na preven¢do da mortalidade do camardo L. vannamei cultivado no estagio adulto.

Diante da realizacdo deste estudo, o0 emprego de PSs da alga marinha vermelha Halymenia pseudofloresia
poderia habilitar a resposta imunologica de camardes frente a situacdes de estresse, apontando como uma
ferramenta promissora ao desenvolvimento de estratégias profilaticas mais eficazes. Além de promover a
salide desses animais na fase adulta, especialmente quando cultivados em aguas de baixa salinidade, nas quais
ocasionam elevadas taxas de mortalidade quando os animais alcancam estagios adulto e sub-adulto (Valenca
& Mendes, 2004). Assim, camarbes adultos de L. vannamei responderam de forma significante as
administracfes didrias dos polianidnicos na agua doce de cultivo, melhorando a sobrevivéncia, quando
desafiados ao estresse.

Conclusoes

A administracdo diaria de pequenas guantidades dos polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha
Halymenia pseudofloresia na dgua doce de cultivo de camarfes adultos (Litopenaeus vannamei) é capaz de
melhorar a taxa de sobrevivéncia dos animais, ap6s a inducdo de uma situacao de estresse no cultivo.
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