UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AQUICULTURA

Jaqueline da Rosa Coelho

Efeitos de um composto fenolico, alga verde e probiotico como aditivo alimentar para o

camarao-branco-do-pacifico

Floriandpolis

2022



Jaqueline da Rosa Coelho

Efeitos de um composto fendlico, alga verde e probiotico como aditivo alimentar para o

camarao-branco-do-pacifico

Tese submetida ao Programa de Aquicultura da
Universidade Federal de Santa Catarina para a obteng@o
do titulo de Doutora em Aquicultura

Orientador: Prof. Dr. Felipe do Nascimento Vieira
Coorientadora: Dra. Norha Constanza Bolivar-Ramirez

Florianopolis

2022



Ficha de identificagio da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geracéo Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Coelho, Jagueline da Rosa

Efeitos de um composto fendlico, alga wverde e probidtico
como aditivo alimentar para o camard3o-branco-do-pacifice /
Jagqueline da Rosa Coelho ; corientader, Felipe do
Nascimento Vieira, coorientador, Norha Constanza Bolivar
Ramirez, 2022.

82 p.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Cié&ncias Agréarias, Programa de Pés
Graduacdo em Aguicultura, Fleorianépolis, 2022,

Incluil referéncias.

1. Aguicultura. 2. Litopenaeus vannamei. 3. Carvacrol.
4, Ulva chnoi. 5. Lactobacillus plantarum. I. Vieira,
Felipe do Hascimento . II. Bolivar-Ramirez, Norha Constanza
. III. Universidade Federal de Santa Catarina. Programa de
Pés-Graduacdo em Aguicultura. IV. Titulo.




Jaqueline da Rosa Coelho

Efeitos de um composto fendlico, alga verde e probiotico como aditivo alimentar para o

camarao-branco-do-pacifico

O presente trabalho em nivel de doutorado foi avaliado e aprovado por banca

examinadora composta pelos seguintes membros:

Prof. Felipe do Nascimento Vieira, Dr.
Universidade Federal de Santa Catarina

Prof. Mauricio Later¢a Martins, Dr.
Universidade Federal de Santa Catarina

Profa. Carmen Simioni, Dra
Universidade Federal de Santa Catarina

Prof. Delano Dias Schleder, Dr
Instituto Federal Catarinense

Certificamos que esta ¢ a versao original e final do trabalho de conclusdo que foi

julgado adequado para obtenc¢ao do titulo de doutor em Aquicultura.

Documento assinado digitalmente

Mauricio Laterca Martins

Data: 14/06/2022 11:13:37-0300

CPF: 082.371.998-71

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Documento assinado digitalmente

Felipe do Nascimento Vieira

Data: 12/06/2022 08:17:27-0300
CPF:035.999.059-24

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof. Dr. Felipe do Nascimento Vieira
Orientador

Floriandpolis, 2022.



Este trabalho ¢ dedicado a minha familia e aos meus amigos.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus, pela vida e por ter me proporcionado satude, forga,
fé e uma mente sa durante estes anos.

Aos meus pais, Clotilde e Edoilde e aos meus irmaos, Uendel e Josué, pela paciéncia,
carinho, amor incondicional e apoio durante toda minha vida.

Ao meu namorado Daniel, pelo incentivo nessa caminhada, pelo carinho,
companheirismo, amor, apoio e preocupagoes em todos os momentos.

Aos demais familiares, muito obrigada por me incentivarem a ser alguém melhor a
cada dia, sem vocés eu nao conseguiria chegar até aqui. Amo todos vocés!

E como nesse processo ndo se faz ciéncia sozinha, gostaria de deixar aqui os meus
agradecimentos sinceros a todos que contribuiram direta ou indiretamente para que este
estudo pudesse ser desenvolvido. Em especial, gostaria de agradecer:

Ao meu orientador Felipe do Nascimento Vieira, pela oportunidade de integrar a
equipe do Laboratério de Camardes Marinhos (LCM/UFSC), pela confianca depositada,
disponibilidade de tempo para a realizagdo deste trabalho, pela paciéncia, preocupagao,
ensinamentos, risadas, por fazer pesquisa de forma séria, honesta e principalmente
humana, pelas confraternizagdes e por todas as tentativas em me fazer apreciar comer
camarao, 0 que nao teve muito sucesso, rsrs.

A minha coorientadora, Norha C. Bolivar Ramirez, por todo o apoio, confianga,
amizade, as horas de conversas e pelos inimeros ensinamentos.

Aos amigos do LCM, Camila, Daniele, Esmeralda, Gabriela, Isabela, Ivanilson,
Jamilly, Juliana, Karolina, Mariana, Ramon, a minha dupla de producdo de ragdo Ariane e
Priscila, por toda ajuda durante os experimentos, pelos momentos de confraternizagdo, e
principalmente por encherem de alegria meus dias. O apoio mutuo e a amizade de vocés
dentro e fora da academia foi um presente durante este processo. Todos vocés sdao muito
especiais e estdo guardados em meu coragao!

A Claudinha, ndo s6 pelas andlises de qualidade de agua, mas por todo o apoio
durante os experimentos, além da amizade, risadas, conversas e incentivo a0 meu crescimento
profissional e pessoal.

Ao Carlos que sempre esteve disposto a me ajudar nos experimentos com muita
paciéncia e eficiéncia. Aos meninos do cultivo, Davi, Diego, Dimas, Ilson e Jodo por toda a

forca durante os experimentos, risadas e ensinamentos. Aos demais servidores, Andréia,



Motor e toda a equipe que trabalha no LCM que deixam tudo organizado e limpo para nosso
trabalho. Obrigada, foi um prazer conhecer pessoas como vocés!

A todos os funcionarios da universidade que possibilitam a manutengdo e o exercicio
dessa instituicdo. Em especial ao Carlito, pelas conversas e as diversas informagdes sobre o
programa e a instituigao.

Ao Laboratorio de Morfogénese e Bioquimica Vegetal da UFSC pelo carvacrol.

Ao LABNUTRI, pelo auxilio na formulagao e fabricagao das dietas experimentais.

Ao NEPAQ, pelo espago durante a infec¢do experimental.

Ao LAPMAR, pelo auxilio na coleta da alga.

A TODOS os meus amigos ¢ amigas que conquistei ao longo destes anos na
universidade, obrigada pelos varios momentos de descontracdo, alegrias e angustias que
passamos juntos. Em especial as amigas Graziela, Mariana, Tamires e a minha colega de
moradia e experimento em plena pandemia, Uclédia Roberta.

Aos membros da banca: Mauricio Later¢ca Martins, Carmen Simioni, ¢ Delano Dias
Schleder pela disponibilidade de participar da avaliacdo deste trabalho e de contribuir com
minha formagao profissional.

Ao Programa de Poés-graduacdo em Aquicultura e a todos os seus docentes, pelo
aprendizado.

A FAPESC, pela concessio da bolsa de Doutorado.

E por fim, a UFSC, que assim como todas as universidades publicas e gratuitas
promovem o desenvolvimento cientifico em nosso pais.

A todos que direta ou indiretamente estiveram e ainda estdo presentes em minha vida
e que contribuem para que ela seja repleta de realizacdes e alegrias, a minha sincera e

carinhosa gratiddo. De corac¢do, muito obrigada!!



Nunca desista de um sonho s6 por causa do tempo que vocé vai levar para realiza-lo.

O tempo vai passar de qualquer forma. (Renato Maia).



RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes aditivos alimentares na dieta do
camarao-branco-do-pacifico. Para isso foram realizados dois experimentos, sendo que no
primeiro foram avaliados o efeito in vitro do carvacrol contra diferentes bactérias patdogenas
de importincia na carcinicultura e o seu efeito in vivo no desempenho zootécnico,
imunologico, microbioldgico e na resisténcia de Litopenaeus vannamei desafiados com Vibrio
parahaemolyticus. A atividade antimicrobiana do carvacrol foi realizada in vitro pela analise
da concentra¢do inibitoria minima (CIM) e por difusdo em agar, com bactérias Gram-
negativas e (Gram-positivas. Para o experimento in vivo foram adicionadas diferentes
concentragdes do carvacrol (1, 3, 4 e 6 mg mL') na alimentacio dos camardes e uma dieta
controle, sem aditivo, por quatro semanas. No segundo experimento foi avaliado o efeito in
vivo da macroalga Ulva ohnoi isoladamente e em conjunto com o probidtico Lactobacillus
plantarum no desempenho zootécnico, imunologico, microbioldgico, na sobrevivéncia de L.
vannamei desafiados com V. parahaemolyticus e ao choque de resisténcia térmica a
temperatura de 11,5 = 0,1°C. Durante seis semanas os animais foram alimentados com uma
dieta controle, sem aditivos, ¢ as demais dietas contendo os mesmos ingredientes, foram
suplementadas com 2% da biomassa seca da alga e/ou probidtico na concentracdo de 1,7 x 108
UFC mL! por grama de ragdo. No primeiro experimento, as diferencas estatisticas foram
encontrados apenas nos testes in vitro no qual a CIM do carvacrol para Vibrio alginolyticus e
Vibrio harveyi foi de 0,078 mg mL"!, enquanto nas demais bactérias foi de 0,156 mg mL™!. J4
os maiores halos de inibi¢do foram observados em V. parahaemolyticus e V. harveyi e
demonstraram diferenca significativa em relagdo aos demais microrganismos, exceto
Escherichia coli. No segundo experimento, apés o desafio com V. parahaemolyticus, houve
diferenga significativa entre os grupos controle e alga e controle e probiotico, sendo que os
animais suplementados apenas com alga apresentaram maior taxa de mortalidade (92,5%),
seguidos dos suplementados com probidtico (90%), alga + probiotico (87,5%) e controle
(65%). Os tratamentos controle e alga também demonstraram diferenga significativa na
resisténcia ao choque térmico, sendo que os animais tratados com a dieta controle
apresentaram maior taxa de mortalidade (37,5%), seguido dos tratamentos com alga +
probidtico (32,5%), probidtico (27,5%) e alga (22,5%). De forma geral, o carvacrol e a alga,
utilizados como aditivo alimentar, ndo afetaram os demais parametros avaliados. Em
conclusdo, a atividade antimicrobiana do carvacrol foi confirmada com bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas e sugere-se que seu potencial antimicrobiano seja mais eficaz
contra Vibrio spp. Ja a inclusdo de U. ohnoi na dieta de L. vannamei demonstrou efeito
positivo na resisténcia ao choque térmico, mas ndo demonstrou protecdo contra a infec¢ao
causada pelo V. parahaemolyticus. Contudo, o seu uso combinado com L. plantarum nao
exerceu nenhum efeito sinérgico ou antagdnico nos demais parametros avaliados.

Palavras-chave: Aquicultura. Litopenaeus vannamei. Carvacrol. Ulva ohnoi. Lactobacillus
plantarum.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of different food additives on the Pacific
white shrimp diet. For this, two experiments were carried out, the first one evaluating the in
vitro effect of carvacrol against different microorganisms of importance in shrimp farming
and it's in vivo effect on zootechnical, immunological, microbiological and resistance
performance of Litopenaeus vannamei challenged with Vibrio parahaemolyticus. The
antimicrobial activity of carvacrol was performed in vifro by minimum inhibitory
concentration (MIC) and agar diffusion analysis with Gram-negative and Gram-positive
bacteria. For the in vivo experiment, different concentrations of carvacrol (1, 3, 4, and 6 mg
mL") were added to the shrimp feed and a control diet, without additive, for four weeks. The
second experiment evaluated the in vivo effect of the macroalgae Ulva ohnoi alone and
together with the probiotic Lactobacillus plantarum on the performance of zootechnical,
immunological, microbiological, survival of L. vannamei challenged with V.
parahaemolyticus and to the thermal resistance shock at a temperature of 11.5 = 0.1°C. For
six weeks the animals were fed a control diet, without additives, and the other diets containing
the same ingredients were supplemented with 2% of dry seaweed biomass and/or probiotic at
a concentration of 1.7 x 10® CFU mL"!. In the first experiment, statistical differences were
found only in the in vitro tests in which the MIC of carvacrol for Vibrio alginolyticus and
Vibrio harveyi was 0.078 mg mL™!, while in the other bacteria it was 0.156 mg mL"! of
carvacrol. The largest inhibition halos were observed in V. parahaemolyticus and V. harveyi
and showed significant differences from other microorganisms, except for Escherichia coli. In
the second experiment, after the challenge with V. parahaemolyticus, there was a significant
difference between the control and seaweed and control and probiotic groups, and the animals
supplemented with seaweed alone had a higher mortality rate (92.5%), followed by those
supplemented with probiotic (90%), seaweed + probiotic (87.5%) and control (65%). The
control and seaweed treatments also showed a significant difference in resistance to heat
shock, and the animals treated with the control diet had a higher mortality rate (37.5%),
followed by treatments with seaweed + probiotic (32.5%). probiotic (27.5%) and seaweed
(22.5%). In general, carvacrol and seaweed, used as food additives, did not affect the other
parameters evaluated. In conclusion, the antimicrobial activity of carvacrol was confirmed
with Gram-negative and Gram-positive bacteria and it is suggested that its antimicrobial
potential is more effective against Vibrio spp. The inclusion of U. ohnoi in the diet of L.
vannamei did not show protection against infection caused by V. parahaemolyticus, but
showed better resistance to heat shock. However, its combined use with L. plantarum did not
exert any synergistic or antagonistic effect on the evaluated parameters.

Keywords: Aquaculture. Litopenaeus vannamei. Carvacrol. Ulva ohnoi. Lactobacillus
plantarum.
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1. INTRODUCAO GERAL

A aquicultura desempenha um papel crescente e significativo na produgdo de
alimentos de nutri¢do animal e humana, na geracdo de empregos e consequentemente no
desenvolvimento economico de muitos paises (FAO, 2020). A produ¢do mundial de animais
aquaticos em 2018 foi constituida principalmente por peixes com 108,6 milhdes de toneladas,
seguido de moluscos com 17,7 milhdes de toneladas e os crustaceos foram responsaveis por
9,4 milhdes de toneladas (FAO, 2020).

Considerada uma das espécies mais cultivadas e importantes para a carcinicultura, o
camarao-branco-do-pacifico, Litopenaeus vannamei, foi responsavel por uma producao global
de 4,9 milhdes de toneladas em 2018 (FAO, 2020). Essa grande produ¢do pode ser devido ao
alto desempenho de crescimento, tolerancia a varias condigdes ambientais, resisténcia as
doengas ¢ o alto valor econdmico dessa espécie (TEPAAMORNDECH et al., 2019; WANG
et al., 2015). Outro motivo para esse sucesso ¢ que o consumo de camardo esta se tornando
popular em todo o mundo, pois estes apresentaram um bom perfil nutricional, contendo
minerais (cdlcio, zinco, iodo), vitaminas (D e B3), proteinas e acidos graxos com baixo teor
de gorduras saturadas que fornecem beneficios a satde dos consumidores (IMARC, 2021).

Nos ultimos anos, a carcinicultura alcancou uma alta producdo, seja pela
intensificacdo ou expansdo da area de producdo, entretanto foi seguida de surtos de doengas
causadas por virus e bactérias patogénicas (JIAO et al., 2021; KLONGKLAEW et al., 2020).
Entre as infec¢des microbianas estdo as vibrioses, causadas por bactérias Gram-negativas do
género Vibrio. Considerados comensais em animais marinhos e descrito como o género
dominante na microbiota intestinal dos camardes, onze espécies de Vibrio spp. sao relatados
como patogénicos (KLONGKLAEW et al., 2020, TEPAAMORNDECH et al., 2019). Um
destes € o Vibrio parahaemolyticus, conhecido por ser o agente etiologico da doenga da
necrose hepatopancreatica aguda (AHPND, acute hepatopancreatic necrosis disease) que
pode levar a mortalidade de at¢ 100% em camardes cultivados em 20-30 dias apos a
estocagem no tanque (BOYD; PHU, 2018; SANTOS et al., 2020; SCHRY VER; DEFOIRDT;
SORGELOOS, 2014). Desde o seu aparecimento na China, em 2009, o AHPND tem se
propagado para outros paises como Vietna, Malasia, Tailandia, Filipinas, México e assim tem
causado perdas econdmicas significativas na carcinicultura em todo o mundo (GOMEZ-GIL
etal., 2014; JIAO et al., 2021; NUNAN et al., 2014; PENA et al., 2015).

Para enfrentar essas enfermidades os crustdceos contam com um sistema imune inato

regulado por reacdes celulares € humorais (TASSANAKAJON et al., 2013). As células dos
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camardes podem reconhecer os microrganismos invasores através das interagdes entre as
proteinas de reconhecimento de padrdes do hospedeiro (PRPs, pattern recognition proteins)
com os padrdes moleculares associados aos patdégenos (PAMPs, pathogen associated
molecular patterns) (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2014). Apos este reconhecimento
a via de sinalizagdo intracelular ¢ desencadeada e visa neutralizar ou destruir os patéogenos
através de varios mecanismos como a fagocitose, a formagao de nddulos e encapsulacao pelas
células (XU et al., 2014). Além destas, possuem respostas humorais, como a liberagao de
peptideos antimicrobianos (AMPs, antimicrobial peptides), sintese de melanina pelo sistema
pro-fenoloxidase (proPO), o sistema de coagulagdo da hemolinfa e entre outros
(TASSANAKAJON et al., 2018). Consideradas células imunocompetentes, os hemocitos
desempenham um papel importante na homeostase dos camardes ao estresse, por isso a
atividade do sistema imunoldgico induzida por este tltimo fator pode ser avaliada através da
contagem total dos hemocitos (THC) (KHANOBDEE et al., 2002; MANFRIN et al., 2016;
SAELEE et al., 2013; XU et al., 2019).

Como exemplo de estresse, destaca-se a variacdo de temperatura que constitui um
dos fatores fisicos mais importantes que podem afetar os organismos ectotérmicos aquaticos,
como os camardes (REN e al.,, 2021). Quando ocorrem oscilacdes de temperatura nos
cultivos, como as que ocorrem com as chegadas de frentes frias no sul do Brasil durante o
periodo de inverno, os animais cultivados podem sofrer alteracdes no seu metabolismo em
geral. Dentre estas estdo as alteragdes no sistema imunoldgico, antioxidante, na
osmorregulagdo, bem como mudangas comportamentais e de crescimento (REN et al., 2021;
XU et al., 2019). Dessa forma, as alteracdes nos fatores ambientais podem contribuir para a
imunossupressdo dos animais cultivados e assim aumentar a suscetibilidade destes a
enfermidades (REVERTER et al., 2014).

Uma estratégia para controlar as infec¢des microbianas nos cultivos ¢ o uso de
quimioterapicos, como os antibioticos. Entretanto, o uso indiscriminado destes pode induzir
uma forte pressdo seletiva sobre os patégenos dos animais aquaticos e resultar no
aparecimento de cepas multirresistentes (VATSOS; REBOURS, 2015). Além disso, essa
resisténcia aos agentes antimicrobianos também pode ser transferida para os patdgenos
humanos (MARTINEZ, 2009). Dessa forma, a utilizagdo de antibioticos e outros
quimioterapicos com elevada toxicidade na aquicultura ndo ¢ recomendado, uma vez que eles
podem ser acumulados nos tecidos dos animais e assim aumentar os riscos a saude destes,
como dos humanos e causar sérios impactos ao meio ambiente (BURRIDGE et al., 2010;

WANG et al., 2021).


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/phagocytosis
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/encapsulation
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De acordo com o exposto acima, fica evidente a urgéncia para minimizar o uso de
quimioterapicos nos cultivos, aumentar a imunocompeténcia dos animais para enfrentar as
condigdes climaticas adversas e a necessidade de buscar estratégias para combater os agentes
patogénicos com produtos que ndo sejam baseados nas drogas sintéticas existentes. Além
disso, ¢ importante que estas estratégias visem ndo sé o crescimento econdmico, mas também

as praticas sustentaveis que incluam abordagens ecologicas.

1.1 ALTERNATIVAS SUSTENTAVEIS AO USO DE QUIMIOTERAPICOS NA
CARCINICULTURA

1.1.1 Carvacrol

Nos tultimos anos, diferentes estudos tém testado a eficacia de fitoterdpicos na
aquicultura, pois estes contém compostos organicos naturais com propriedades
antimicrobianas, nutricionais e imunoestimulantes (CITARASU, 2010). Entre os compostos
naturais estdo os 6leos essenciais, definidos como misturas de compostos volateis, limpidos,
com forte odor e que podem ser sintetizados em todos os 6rgaos vegetais (BAKKALI et al.,
2008). Geralmente sdo extraidos das plantas através do processo de destilacdo por arraste de
vapor da agua e apresentam como componentes principais os hidrocarbonetos, aldeidos,
cetonas, alcoois, fendis, éteres, ésteres de origem terpénica e fendlica (NIETO, 2017;
THOMPSON; CHA; TRUSH, 1989). Dentre os compostos fendlicos esta o carvacrol (Figura
1), conhecido como S5-isopropil-2-metilfenol, um monoterpeno, abundante nas plantas
pertencentes a familia Lamiaceae, como orégano (Origanum vulgare) e tomilho (Thymus
vulgaris) (NABAVI et al., 2015; RATTANACHAIKUNSOPON; PHUMKHACHORN,
2010). Este composto fendlico tem atraido muita atencdo por suas propriedades bioldgicas,
com acdo antibacteriana, antifingica, antiviral, antioxidante e anticancerigenas (CHAVAN;
TUPE, 2014; GUIMARAES et al., 2010; NOSTRO et al., 2004; SANCHEZ; AZNAR;
SANCHEZ, 2015; YIN et al., 2012).
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Figura 1. Estrutura quimica do
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Fonte: Baruah et al., (2017).

O carvacrol foi aprovado pela FDA, (do inglés, Food and Drug Administration,
2017) como um composto seguro do ponto de vista toxicolégico para uso como aditivo
alimentar e atualmente é usado em baixas concentragdes como aromatizante ¢ conservante de
alimentos (KACHUR; SUNTRES, 2019). Entretanto, este composto apresenta propriedades
fisico-quimicas ndo desejdveis para indistria como alta volatilidade, baixa solubilidade em
agua e estabilidade quimica, o que dificulta seus potenciais usos (MARINELLI et al., 2019).

Estudos in vitro, tém demonstrado a forte atividade antimicrobiana dos componentes
fendlicos, derivados dos 6leos essenciais, como o carvacrol, contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas (COSENTINO et al., 1999; STRATAKOS et al., 2018). Esse fato ja foi
investigado contra microrganismos patogénicos, como Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Salmonella typhimurium, Pseudomonas fluorescens, Edwardsiella tarda e algumas
vibrionaceas que causam impactos na carcinicultura (FANG et al., 2019; LIMA et al., 2017;
RATTANACHAIKUNSOPON; PHUMKHACHORN, 2010; SNOUSSI et al., 2008).

Na piscicultura diversas plantas ou seus subprodutos, estdo sendo utilizados como
imunoestimulantes na alimentacdo (SKALLI et al., 2013). O uso do o6leo de orégano,
Origanum heracleoticum, como aditivo alimentar para Ictalurus punctatus atuou como
promotor de crescimento, aumentou a atividade antioxidante e os tornou mais resistentes a
infeccdo por Aeromonas hydrophila (ZHENG et al., 2009). Ja a utilizacdo do carvacrol em
conjunto com timol na alimentagcdo de Oncorhynchus mykiss demonstrou maior desempenho
de crescimento, melhora na taxa de conversdo alimentar e dos indices hematoldgicos
(AHMADIFAR; FALAHATKAR; AKRAMI, 2011). Resultados distintos, foram encontrados
com diferentes concentragdes de carvacrol adicionados na dieta dos peixes Dicentrarchus
labrax e Oreochromis niloticus, as quais causaram a reducao da mortalidade dos animais
infectados por Vibrio anguillarum e E. tarda, respectivamente, entretanto ndo afetaram o
desempenho zootécnico e a resposta imune dos peixes (RATTANACHAIKUNSOPON;
PHUMKHACHORN, 2010; VOLPATTI et al., 2013).
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Em crustaceos, o carvacrol foi testado no camardo L. vannamei por meio da adigdo
dietética de 6leos essenciais de orégano (Lippia berlandieri Schauer) com diferentes niveis de
timol e carvacrol. A quantificagdo bacteriana no musculo e no hepatopancreas dos animais foi
avaliada apds a infec¢do com Vibrio cholerae, Vibrio vulnificus e V. parahaemolyticus e
houve inibi¢do significativa do crescimento das vibriondceas, independente do 6leo essencial
utilizado (GRACIA-VALENZUELA et al., 2014). Além deste, Baruah et al., (2017)
demonstraram que as larvas de artémias tratadas, por imersdo, com carvacrol exibiram uma
melhora significativa em sua sobrevivéncia em comparagdo ao controle, porém essa
sobrevivéncia diminuiu com o aumento da concentragdo do composto fenolico. Com base
nisso, acredita-se que este composto pode exercer efeito toxico nos animais dependente das
doses utilizadas (BARUAH et al., 2017).

Os efeitos antibacterianos encontrados em algumas plantas, como por exemplo o
orégano, sdao devidos ao seu alto contetido de compostos fenolicos (ZHENG et al., 2009).
Contudo, os oOleos essenciais destas plantas, contém uma variedade de componentes
quimicos com diversas concentragdes. Em conjunto, estes podem apresentar maior eficacia
do que os seus compostos puros e isolados, como por exemplo, o carvacrol, pois existe um
sinergismo entre todos os componentes presentes no 6leo, como ja demonstrado na literatura
(LEMOS et al., 2017; ZHENG et al., 2009). Além disso, o efeito antibacteriano pode ser mais
efetivo na presenca de acidos organicos ou quando o pH do meio ¢ 4cido, provavelmente
devido & maior hidrofobicidade que resulta em uma melhor fragmentacdo dos lipidios da
membrana (NOSTRO et al., 2012). Esse mecanismo de agdo foi evidenciado por Marinelli
et al. (2018) os quais relataram que a membrana externa e a citoplasmatica das bactérias sao
consideradas os principais locais de a¢do do carvacrol levando a alteracdes funcionais e
estruturais das membranas, interferéncia na sintese e funcdo dos acidos nucleicos,
coagulacdo do citoplasma, vazamento dos seus constituintes, desequilibrio do metabolismo
e inibicdo do Quorum sensing (QS) (KNOBLOCH et al., 1989; SIKKEMA; JAN;
POOLMAN, 1995), como demonstrado na Figura 2.
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Figura 2. Representacao esquematica do mecanismo de agdo do carvacrol.
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Fonte: Adaptado de Marinelli ef al., 2018.

Pesquisas que compreendam os efeitos do uso desse composto fendlico em
crustaceos, especificamente em camardes marinhos sdo escassos. Contudo, sdo de suma
importancia, uma vez que as doengas sdo consideradas um dos fatores limitantes para o
sucesso do cultivo destes animais e abordagens preventivas com o uso de compostos
organicos naturais podem ser efetivos quando aplicados em concentragdes e periodos

adequados.

1.1.2 Probiotico Lactobacillus plantarum

A implementagdo de estratégias de biosseguranga, a melhora da imunocompeténcia
dos animais e o controle das enfermidades com métodos bioldgicos sdo opgdes conhecidas e
eficazes na carcinicultura (NAIEL et al., 2021). Dentre estes, estd o uso de probioticos, na
qual sdo descritos como microrganismos vivos que ao serem ministrados em quantidades
adequadas, conferem beneficios a satde do hospedeiro (FAO/WHO, 2001; HILL et al., 2014).

Os probioticos podem ser classificados em trés categorias incluindo as espécies que
pertencem ao género Lactobacillus e Bifidobacterium, que sao mais utilizados como aditivos
alimentares, e algumas espécies que pertencem ao género Bacillus (VIEIRA; PEREIRA,

2016; WANG et al., 2020). Geralmente, estas cepas sdo suplementadas na ragdo ou inseridas
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na agua do cultivo e visam atuar como agentes preventivos contra as doengas, bem como
reduzir o uso de antibidticos nos cultivos (HUERTA-RABAGO et al., 2019). Contudo,
quando aplicado por via oral, na alimentacdo dos animais, os probidticos podem ser mais
efetivos, pois essas cepas modulam diretamente a digestdo e a absor¢dao dos nutrientes no
intestino do hospedeiro e a administracdo continua na dieta favorece a sua colonizagdo (CHAI
et al.,2016; JAVADI; KHATIBI, 2017; SHA et al., 2016; VAN HAI; BULLER; FOTEDAR,
2009). Uma vez inserido em seu sitio de agdo, os probidticos podem impedir o
estabelecimento de cepas patogénicas através da competicdo por locais de adesdo, produtos
quimicos, nutrientes ou energia disponivel e conseguem produzir compostos inibidores contra
estes microrganismos (KNIPE et al., 2021; RINGO et al., 2020; VERSCHUERE et al., 2000)

As cepas do género Lactobacillus sdo encontrados em diversos habitats, como nas
plantas, leite fermentado, associados a mucosa em humanos e nos animais (VRESE;
SCHREZENMEIR, 2008; NAIEL et al., 2020). Quando empregados como probioticos, estas
estimulam as respostas imunoldgicas dos camardes, exercem atividade antimicrobiana,
enzimatica e podem estar associados com o trato intestinal dos animais (FARZANFAR, 2006;
KONGNUM; HONGPATTARAKERE, 2012; NGUYEN; NGUYEN, 2017). Além disso, esta
associacdo com o trato intestinal, os tornam bons candidatos para serem utilizados como
probiodticos, pois podem resistir as condi¢des do trato digestorio do hospedeiro e ao ambiente
aquatico (NGUYEN; LE; TRANG, 2013).

No grupo de Bactérias do Acido Latico (BAL) estdo as bactérias do género
Lactobacillus que além de possuirem propriedades imunomoduladoras, produzem varias
substancias antibacterianas, como o acido latico, acido acético, peroxido de hidrogénio e
bacteriocinas que inibem o crescimento das bactérias patogénicas, como as vibrionaceas
(MAEDA et al., 2014; MOKOENA, 2017; NAIEL et al., 2021; REIS et al., 2012; RINGQ,
2020). Lactobacillus plantarum ¢ um exemplo de BAL, Gram-positiva, anaerobia
facultativa, em forma de bastonete e ndo formadora de esporos (ZHENG et al., 2018). Este
probidtico quando adicionado na alimentagdo dos peixes, como Pagrus major, Labeo rohita,
Cyprinus carpio, Acipenser baerii e O. niloticus aumentou o desempenho de crescimento,
eficiéncia alimentar, atividade imunologica e a resisténcia dos animais contra a infec¢do por
A. hydrophila (AMIT et al., 2021; BECKER et al., 2021; DAWOOD et al., 2015; GIRI;
SUKUMARAN; OVIYA, 2013; HAMDAN; EL-SAYED; MAHMOUD, 2016;
POURGHOLAM et al., 2016). Além destes, Amit et al. (2021) revelaram que o probiotico

melhorou a qualidade da 4gua em que os animais foram cultivados.
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No camardo-branco-do-pacifico, a administracdo dietética com L. plantarum
diminuiu a contagem de vibriondceas no trato intestinal, melhorou o desempenho de
crescimento, eficiéncia alimentar, atividade enzimatica e a sobrevivéncia dos animais
desafiados com vibrionaceas (KONGNUM; HONGPATTARAKERE, 2012; LI et al., 2018;
NGUYEN et al., 2018; VIEIRA et al., 2016). Resultados positivos também foram
encontrados por Zheng et al. (2018) que ao incluirem o mesmo probidtico na dieta de L.
vannamei observaram aumento da altura e densidade dos enterdcitos dos camardes, o que
indica uma melhora na capacidade de absor¢ao dos nutrientes.

Diversos estudos em animais aquaticos demonstraram resultados favoraveis da
suplementagdo de probioticos, entretanto alguns apresentam resultados divergentes.
Utilizando L. plantarum na ragdo do camardo-branco-do-pacifico Junior et al., (2016) ndo
observaram diferenca nos indices zootécnicos, enquanto Chiu et al. (2007) apontaram que 0s
camardes alimentados com o probidtico ndo apresentaram diferenca significativa na
resisténcia ao desafio com V. alginolyticus por 48 h. Em peixes, a suplementagdo dietética da
mesma cepa probiodtica ndo alterou o desempenho de crescimento e a eficiéncia alimentar de
O. niloticus, Centropomus parallelus € no Salmo salar nao foi observado prote¢ao contra a
infeccdo causada por Aeromonas salmonicida (GILDBERG; JOHANSEN; JAR, 1995; RUIZ
et al., 2020; SOUZA et al., 2018). Uma explicagdo para os resultados conflitantes observados
nos estudos € que os efeitos benéficos dos probidticos sao influenciados por alguns fatores,
como as condi¢des de cultivo, o método de administragdo, a dosagem, a cepa probiotica e a
espécie de peixe ou camardo utilizado (TOLEDO et al., 2019). Além disso, essas bactérias
sdo sensiveis a temperatura durante o processo de peletiza¢do da ragdo, o que exige cautela no
momento da sua inclusao (MIRANDA et al., 2014; SOSA et al., 2016).

Embora a literatura sobre o uso dos probidticos na aquicultura seja extensa, o
mecanismo de acdo exato destes ainda ndo foi totalmente estabelecido em peneideos (ZHENG
et al., 2018). Sugere-se que as cepas probioticas induzem as enzimas digestivas, como amilase
e lipase e em consequéncia estimulam a capacidade digestiva natural dos animais, o que
resulta no melhor desempenho de crescimento (LIU et al., 2009; WANG, 2007). J& o efeito
antibacteriano demonstrado por L. plantarum pode ser devido a producdo de peroxido de
hidrogénio, acidos organicos e bacteriocinas (KONGNUM; HONGPATTARAKERE, 2012;
TODOROV, 2009). Estes foram descritos como os responsaveis pela dissipacdo da forca
proton motriz e interrompem o potencial de transmembrana e/ou gradiente de pH nas células

sensiveis (TODOROV, 2009). Além disso, como ja mencionado, os probidticos podem
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competir com as cepas patogé€nicas por locais de adesdo, produtos quimicos, nutrientes ou

energia disponivel, Figura 3.

Figura 3. Mecanismos de agdo dos probidticos em Litopenaeus vannamei.
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L. plantarum é uma espécie comercialmente importante que tem sido usada ha
séculos como probidticos para humanos e animais e tem alto potencial para ser aplicado nos
cultivos (NGUYEN et al., 2018). Muitas vezes essas cepas demonstram efeitos benéficos a
satide do hospedeiro e diferente dos antibioticos, ndo deixam residuos nos animais € no meio
ambiente. Contudo, seu uso deve ser rigorosamente monitorado, visto que genes resistentes a
antibioticos ja foram identificados em suplementos probidticos, incluindo aqueles
frequentemente aplicados na aquicultura (HOLT et al., 2020; UDDIN; LARSEN;
CHRISTENSEN, 2015; WONG et al., 2015). Uma vez controlado, a utilizagdo de cepas
probiodticas no cultivo de camardes marinhos aliado as boas praticas de higiene e manejo se
tornam importantes para mitigar as doencas infecciosas que acometem a carcinicultura

mundial (NGUYEN et al., 2018).
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1.1.3 Macroalgas

Na aquicultura a utilizagdo de produtos naturais de origem marinha tem recebido
muita atencdo nos ultimos anos como medida profilatica na redugao das enfermidades e do
uso de quimioterapicos (ROMERO; GLORIA; NAVARRETE, 2012). Dentre esses, estdo as
macroalgas que sdo organismos aquaticos, multicelulares, fotossintéticos que constituem uma
parte importante da cadeia alimentar marinha, bem como da dieta humana (VATSOS;
REBOURS, 2015). Elas possuem quantidades significativas ndo apenas de vitaminas,
minerais, fibras alimentares, proteinas e polissacarideos, mas também varios polifenois,
pigmentos e lipideos (MAGDUGO et al., 2020). Com isso, podem ser utilizadas na
carcinicultura e além do valor nutricional, elas apresentam propriedades imunomoduladoras,
promotoras de crescimento, antivirais ¢ sdo fontes promissoras de compostos antimicrobianos
(GUPTA; ABU-GHANNAM, 2011; SCHLEDER et al., 2020). Ademais, sabe-se que as
quedas bruscas de temperatura nos cultivos sdo prejudiciais aos camardes e pesquisas
apontam que a adi¢cdo de algas marinhas na alimentacdo destes crustaceos podem melhorar a
sua resisténcia térmica (REZENDE et al., 2021; SCHLEDER et al., 2017). Outro fator
relevante, ¢ que as algas carecem de efeitos toxicos para o metabolismo celular, possuem
métodos de cultivo simples, crescem rapido e o custo da produgao ¢ consideravelmente baixo
(VATSOS; REBOURS, 2015).

As macroalgas sdo classificadas em trés grupos principais baseados na sua
pigmentacdo, tipo de material de armazenamento e a composi¢do dos seus polissacarideos da
parede celular, sendo: algas pardas (Phaeophyceae), algas vermelhas (Rhodophyceae) e algas
verdes (Chlorophyceae) (BALBOA et al., 2013; KATARZYNA; SE-KWON, 2015; XU;
HUANG; CHEONG, 2017).

Na classe Chlorophyceae, na qual é composta pelas algas verdes, esta o género Ulva.
Dentro deste género, atualmente sdo descritos no banco de dados 409 espécies amplamente
distribuidas em todos os continentes (GUIRY; GUIRY, 2021; MANTRI et al., 2020). Devido
a sua boa composic¢do nutricional e com a presenca de compostos bioativos e polissacarideos
este género tém mostrado potencial na melhora do sistema imunoldgico de organismos
aquaticos (MANTRI et al., 2020; TZIVELEKA; IOANNOU; ROUSSIS, 2019). Nos peixes,
D. labrax e O. niloticus a inclusao de Ulva lactuca e Ulva rigida na dieta melhorou o
desempenho de crescimento, eficiéncia alimentar, atividade antioxidante e a resposta
imunoldgica inata dos animais (ERGUN et al., 2009; PEIXOTO et al., 2016; SAEZ et al.,
2020; VALENTE et al., 2016; VIZCAINO et al., 2020; WASSEF; EL-SAYED; SAKR,


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/ulva
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2013). No peixe marinho, Seriola dorsalis a suplementagdo alimentar com Ulva fasciata
aumentou significativamente a porcentagem do hematocrito e do teor de 4cido
docosahexaendico (DHA) no musculo (LEGARDA et al., 2021). Além destes, a incorporagao
de Ulva ohnoi na alimentagdo de Solea senegalensis modulou a resposta imune dos peixes
durante a infeccdo por Photobacterium damselae, mas as taxas de mortalidade ndo foram
afetadas (FUMANAL et al., 2020).

Em camardes, o extrato da U. fasciata adicionado na dieta de Pennaeus monodon
atuou como agente profilatico no controle das vibrionaceas (VATSOS; REBOURS, 2015). Ja
o extrato das espécies de Ulva intestinalis, Ulva clathrata, U. rigida e U. lactuca na dieta de
L. vannamei melhoraram o desempenho de crescimento ¢ os parametros imunoldgicos
(AKBARY; AMINIKHOEI, 2018; ELIZONDO-GONZALEZ et al., 2018; KLONGKLAEW
etal., 2021; PRATIWI; PRATIWY, 2021).

Apesar dos excelentes efeitos de Ulva spp. como aditivo alimentar & possivel
observar uma discrepancia nos resultados listados na literatura. Como exemplo, em C. carpio,
D. labrax, S. senegalensis e O. mykiss a utilizagdo de espécies de Ulva, como U. rigida, U.
ohnoi e U. lactuca na alimentagao demonstrou menor desempenho de crescimento e redugao
na atividade de proteases (DILER et al., 2007; TAPIA-PANIAGUA et al., 2019; VALENTE
et al., 2006; VIZCAINO et al., 2019; YILDIRIM et al., 2009). Outro estudo demonstrou que
além do déficit de crescimento em S. senegalensis a inclusdao dietética com U. ohnoi
aumentou significativamente a abundéancia de vibriondceas no trato intestinal dos animais
(TAPIA-PANIAGUA et al., 2019). Em L. vannamei foi observado um menor crescimento nos
animais alimentados com diferentes niveis de U. lactuca e Ulva sp., além de reduzir a
sobrevivéncia e os niveis de lipidios no corpo dos camardes (CARDENAS et al., 2015; QIU
et al., 2017; RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2014). Os resultados contraditérios
encontrados na literatura podem ser atribuidos a variacdo da espécie consumidora e a sua
fisiologia, a macroalga utilizada, o método e o seu local de cultivo, a estacdo do ano em que
as algas foram colhidas e o nivel de inclusdo testado (ARAUJO et al., 2016; CRUZ-SUAREZ
et al., 2009; VATSOS; REBOURS, 2015; VIZCAINO et al., 2019). Além destes fatores, os
diferentes métodos de secagem podem afetar a qualidade da alga e o seu uso como fonte de
ingredientes funcionais e nutracéuticos (URIBE et al., 2019).

Qiu et al. (2017) concluem em seu estudo que a suplementagdo de Ulva sp. na dieta
dos camardes ndo indica totalmente um efeito benéfico e este problema pode estar relacionado
com a qualidade da proteina na dieta ou com a presenca de fatores antinutricionais (FANSs).

Porém, Mantri et al. (2020) citam que estas algas possuem notavel teor de proteinas, 4 a 29%
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do peso seco, e isso as tornam fontes proteicas promissoras para serem usada nas dietas. Ja os
fatores antinutricionais, sdo definidos como substancias que podem exercer efeitos negativos
na alimentagdo e interferir no crescimento, reproducao e saude dos animais cultivados
(PRABU et al., 2017, TAPIA-PANIAGUA et al., 2019). Eles tém sido relacionados
principalmente a alimentos derivados de plantas e compreendem uma variedade de
compostos, como inibidores de proteases, fitohemaglutinina, lectinas, 4cido fitico, saponinas,
fitoestrogénios ou antivitaminas (HAJRA et al., 2013; PRABU et al., 2017). Dessa forma, a
presenca desses compostos nas dietas ¢ responsavel pelos efeitos deletérios na absorc¢ao de
nutrientes ¢ micronutrientes que podem interferir no funcionamento de alguns oOrgdos
(THAKUR; SHARMA; THAKUR, 2019). De acordo com Vizcaino et al. (2020) o tratamento
térmico pode inativar os FANs das macroalgas, como U. ohnoi e consequentemente melhorar
o seu valor nutricional. Contudo essa inativacdo depende de fatores como temperatura, tempo,
tamanho do pellet e condi¢des de umidade das dietas (THAKUR; SHARMA; THAKUR,
2019).

A ampla distribuicdo das macroalgas em conjunto com a sua composi¢do quimica e
nutricional fez do género Ulva um modelo favoravel para varios estudos, incluindo os
morfogénicos, de biorrefinaria e biorremediagdo, gendmicos ¢ alimenticios (MANTRI et al.,
2020). Portanto, contribui¢cdes neste sentido sdo importantes para elucidar com mais clareza
os efeitos da utilizagdo das macroalgas do género Ulva, principalmente U. ohnoi (Figura 4),

na dieta dos camardes peneideos, o que € inexistente na literatura.

Figura 4. Estrutura vegetativa de Ulva

Fonte: Jamilly Rocha, LCM.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar o uso do carvacrol e da macroalga Ulva ohnoi isoladamente e em conjunto

com o probidtico Lactobacillus plantarum como aditivos alimentares na fase de engorda do

camarao-branco-do-pacifico.

1.2.2 Objetivos Especificos

a)

b)

Analisar o efeito in vitro do carvacrol contra diferentes microrganismos de
importancia na carcinicultura;

Avaliar o uso de diferentes concentragdes de carvacrol na dieta de
Litopenaeus vannamei ¢ seu efeito no desempenho zootécnico, imunologico e
microbiologico;

Verificar a resisténcia dos camardes alimentados com diferentes
concentragdes de carvacrol e desafiados com Vibrio parahaemolyticus;
Avaliar o desempenho zootécnico, imunoldgico e microbioldgico de L.
vannamei suplementados com macroalga U. ohnoi isoladamente e em
conjunto com o probidtico L. plantarum;

Verificar a resisténcia ao estresse térmico agudo (choque térmico) e a
sobrevivéncia ao desafio com Vibrio parahaemolyticus em camardes

suplementados com U. ohnoi isoladamente e em conjunto com L. plantarum.
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1.3 FORMATACAO DO TRABALHO

A presente tese esta dividida em dois capitulos referentes aos artigos cientificos: O
primeiro artigo cientifico original esta publicado no Boletim do Instituto de Pesca e o segundo
sera submetido ao mesmo peridodico. Ambos os artigos estdo apresentados nas normas da

ABNT.
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2. ARTIGOS CIENTIFICOS

2.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO DO CARVACROL CONTRA
PATOGENOS DE CAMAROES E SEU USO COMO ADITIVO ALIMENTAR NA DIETA
DO CAMARAO-BRANCO-DO-PACIFICO
DOI: 10.20950/1678-2305/bip.2021.47.e645

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito in vitro do carvacrol contra diferentes
microrganismos de importancia na carcinicultura e o seu efeito in vivo no desempenho
zootécnico, imunologico, microbioldgico e na resisténcia de Litopenaeus vannamei desatiados
com Vibrio parahaemolyticus. A atividade antimicrobiana do carvacrol foi realizada in vitro
pela analise da concentrag@o inibitéria minima (CIM) e por difusdo em agar, com bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas. Para o experimento in vivo foram adicionadas diferentes
concentragdes do carvacrol (1, 3, 4 ¢ 6 mg mL™") na alimentacio dos camardes e uma dieta
controle. Apods quatro semanas, foram avaliados parametros zootécnicos, imunologicos,
microbioldgicos e a resisténcia dos animais desafiados com V. parahaemolyticus. A CIM do
carvacrol para Vibrio alginolyticus e Vibrio harveyi foi de 0,078 mg mL!, enquanto nas
demais bactérias foi de 0,156 mg mL™! de carvacrol. Os maiores halos de inibigio foram
observados em V. parahaemolyticus e Vibrio harveyi e demonstraram diferencas
significativas em rela¢do aos demais microrganismos, exceto Escherichia coli. Os resultados
in vivo ndo demonstraram diferencas significativas entre os tratamentos. Em conclusdo, a
atividade antimicrobiana do carvacrol foi confirmada contra bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas e sugere-se que seu potencial antimicrobiano seja mais eficaz contra Vibrio
spp. No entanto, as concentracdes de carvacrol utilizadas in vivo ndo afetaram os parametros
avaliados.

Palavras-chave: aquicultura; Lifopenaeus vannamei; O6leo essencial; aditivo alimentar;
Vibrio.

ABSTRACT
This study aimed to evaluate the in vitro effect of the phenolic compound carvacrol on
different microorganisms of importance in shrimp farming, and its in vivo effect on
zootechnical, immunological and microbiological performance, and resistance, of Litopenaeus
vannamei challenged with Vibrio parahaemolyticus. In particular, the antimicrobial activity of
carvacrol was evaluated in vitro by analysis of the minimum inhibitory concentration (MIC)
and by agar diffusion with Gram-negative and Gram-positive bacteria. The in vivo experiment
was conducted using different concentrations of carvacrol (1, 3, 4 and 6 mg mL™") added to
shrimp feed, together with a control diet without carvacrol. After four weeks, zootechnical,
immunological and microbiological parameters and resistance, of animals challenged with V.
parahaemolyticus were evaluated. The MIC of carvacrol was 0.078 mg mL™! for Vibrio
alginolyticus and Vibrio harveyi, while for the other bacteria, it was 0.156 mg mL™" of
carvacrol. The greatest halos of inhibition were observed in V. parahaemolyticus and V.
harveyi with significant differences demonstrated for the other microorganisms, except
Escherichia coli. The in vivo results showed no significant differences among treatments. In
conclusion, the antimicrobial activity of carvacrol was confirmed with Gram-negative and
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Gram-positive bacteria, and it is suggested that its antimicrobial potential is more effective
against Vibrio spp. However, the concentrations of carvacrol used in vivo did not affect the
parameters evaluated.

Keywords: aquaculture, Litopenaeus vannamei, essential oil, food additive, Vibrio.

2.1.1 INTRODUCAO

O camardo-branco-do-pacifico, Litopenaeus vannamei, ¢ a espécie mais rentavel e
comercialmente importante na carcinicultura, com uma produgdo global de aproximadamente
5 milhdes de toneladas em 2018 (ABCC, 2017; FAO, 2020). Entretanto, com a intensificagao
da produgdo, estes animais sdo afetados por doencas infecciosas virais e bacterianas que
causam sérias perdas econdmicas pela diminui¢do na producdo (CHAKRABORTY; HANCZ,
2011). Dentre estas doencas, estdo as causadas por bactérias Gram-negativas do género
Vibrio. Estes microrganismos fazem parte da microbiota natural dos camardes peneideos e em
condi¢cdes estressantes podem causar infecgdes. Como exemplo, destacam-se as infecgdes
causadas por Vibrio parahaemolyticus, responsavel pela doenga da necrose hepatopancreatica
aguda (AHPND, acute hepatopancreatic necrosis disease), que afeta severamente o
desenvolvimento de camardes aquicolas em todo o mundo (SANTOS ef al., 2020).

Para evitar enfermidades na aquicultura muitos produtores utilizam quimioterapicos,
como os antibidticos. No entanto, o uso prolongado destes pode se acumular nos animais
aquaticos e formar uma microbiota resistente aos antibioticos (ALDERMAN; HASTINGS,
1998). Além disso, os residuos quimicos podem afetar o meio ambiente e a saide humana,
por meio do desenvolvimento de bactérias resistentes a medicamentos (CHAKRABORTY;
HANCZ, 2011).

Em busca de alternativas ao uso dos antibioticos, estudos tém testado a eficacia de
varios fitoterapicos para a aquicultura, pois estes contém compostos organicos naturais que
ndo causam ameacgas a0 meio ambiente, a saude dos animais ou a saide humana (TALPUR;
IKHWANUDDIN; AMBOK BOLONG, 2013). Dentre estes fitoterapicos esta o carvacrol,
um monoterpeno fenodlico abundante nas plantas pertencentes a familia Lamiaceae, como
orégano (Origanum vulgare) e tomilho (Thymus vulgaris) (RATTANACHAIKUNSOPON;
PHUMKHACHORN, 2010). Este composto fendlico tem atraido muita atencdo por suas
propriedades biologicas, com acdo antibacteriana, antifingica, antiviral, antioxidante, entre
outros (CHAVAN; TUPE, 2014; GUIMARAES et al., 2010; NOSTRO et al., 2004;
SANCHEZ; AZNAR; SANCHEZ, 2015). Além disso, o carvacrol foi aprovado pela FDA
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(Food and Drug Administration, 2017) como um composto sem efeitos toxicos para os
humanos.

Estudos in vitro, vém demonstrando a forte atividade antimicrobiana do carvacrol e
esse fato ja foi investigado contra microrganismos patogénicos, como Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, Edwardsiella tarda, entre outros (CARVALHO et al., 2018;
COSENTINO et al., 1999; RATTANACHAIKUNSOPON; PHUMKHACHORN, 2010;
STRATAKOS et al., 2018). Ja nos estudos in vivo em peixes, o uso do carvacrol demonstrou
melhorar o desempenho zootécnico, indices hematologicos e reduzir a mortalidade causada
pelo Vibrio anguillarum e E. tarda (AHMADIFAR; FALAHATKAR; AKRAMI, 2011;
RATTANACHAIKUNSOPON; PHUMKHACHORN, 2010; VOLPATTI et al., 2013).

Em crustaceos, o carvacrol ja foi testado com o camardo L. vannamei alimentado
com dietas contendo Oleos essenciais de orégano (Lippia berlandieri Schauer) com diferentes
niveis de timol e carvacrol e infectados com V. vulnificus, V. parahaemolyticus e V. cholerae.
A concentracdo bacteriana no musculo e no hepatopancreas dos animais foram avaliados e
houve inibi¢do significativa do crescimento das vibriondceas, independente do dleo essencial
utilizado (GRACIA-VALENZUELA et al., 2014). Além deste, Baruah et al. (2017)
demonstraram que as larvas de artémias tratadas, por imersdo, com carvacrol mostraram
aumento significativo em sua sobrevivéncia em comparagdo ao controle.

Os oleos essenciais, como o de orégano e de tomilho, sdo compostos por terpenos €
diversos trabalhos relatam que estes sdo os responsaveis pelas acdes antimicrobianas desses
6leos (SAMY; GOPALAKRISHNAKONE, 2010). Sendo assim, ¢ de grande relevancia o
estudo destes compostos isolados frente a microrganismos, pois estes podem minimizar as
perdas causadas pelas enfermidades nos cultivos e representam uma alternativa ao uso dos
antibioticos. Além disso, os compostos oriundos de plantas sdo ambientalmente amigéveis,
sustentaveis e seguros. Neste contexto, a utilizacdo do carvacrol revela ser uma alternativa
promissora para melhorar a imunocompeténcia dos animais contra os agentes patogénicos,
como as vibriondceas. Sabendo disso, e com a escassez de trabalhos na literatura que
demonstram o uso do carvacrol em camardes marinhos, o objetivo do presente estudo foi
avaliar o efeito in vitro do carvacrol contra diferentes microrganismos de importancia na
carcinicultura e o seu efeito in vivo no desempenho zootécnico, imunoldgico, microbioldgico

e na resisténcia de L. vannamei desafiados com V. parahaemolyticus.
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2.1.2 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Camardes Marinhos (LCM). A
fabricagdo das dietas foi realizada no Laboratorio de Nutrigdo de Espécies Aquicolas
(LABNUTRI) e o desafio experimental com V. parahaemolyticus foi realizado no Nucleo de
Estudos em Patologia Aquicola (NEPAQ). Todos os laboratorios pertencem a Universidade

Federal de Santa Catarina (UFSC) em Floriandpolis (SC).

2.1.2.1 Carvacrol

O fitoterapico carvacrol, na concentragio de 10 mg mL™!, foi disponibilizado em
nanoemulsdo pelo Laboratério de Morfogénese e Bioquimica Vegetal da UFSC. O composto
foi preparado por emulsificagio com Tween® 80 (1:1), acondicionado em frasco ambar e

armazenado a temperatura ambiente.

2.1.2.2 Cepas bacterianas

As cepas de vibriondceas utilizadas nos testes in vitro foram: V. harveyi ATCC
14126, V. alginolyticus BCCM 2068 e V. parahaemolyticus ATCC 17802. Além destes,
foram utilizados Escherichia coli ATCC 25102 e Staphylococcus aureus ATCC 25923, que
serviram como microrganismos padrdo Gram-negativo e Gram-positivo, respectivamente.
Também foi utilizado a cepa probiotiva L. plantarum (CPQBA 007 07 DRMO1), com intuito
de avaliar se 0 mesmo pode ser utilizado em conjunto com carvacrol para experimentos
futuros. Para o teste in vivo foi escolhido o V. parahaemolyticus devido ao impacto deste

microrganismo na carcinicultura.

2.1.2.3 Preparo das suspensoes bacterianas utilizadas in vitro

Inicialmente as bactérias foram semeadas em meio de cultura, tipo caldo. Para L.
plantarum o meio utilizado foi MRS (do inglé€s, Man Rogosa Sharpe Agar) acrescido com 3%
de NaCl e incubados a 35°C por 24 h. Para as vibrionaceas o meio usado foi BHI (do inglés,
Brain Heart Infusion) com 3% de NaCl e para as demais bactérias foi utilizado BHI 0% e

todos incubados a 30°C por 24 h.
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Para a metodologia da concentragdo inibitdria minima (CIM), item 2.2.4.1, as
suspensdes bacterianas foram centrifugadas (15 min a 1.800 xg) e diluidas em solugdo salina
(0 e 3%, conforme a cepa bacteriana) até obtencdo da concentragdo 0,5 na escala de
McFarland, o que corresponde a aproximadamente 1,5 x 108 UFC mL™!. J4 para a metodologia
de inibigdo por difusdo em dagar, item 2.2.4.2, as suspensdes bacterianas foram diluidas em
solucdo salina e utilizadas na concentragdo 1 x 10® UFC mL"!. Todos os testes in vitro foram
realizados de acordo com o NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards,

2006) com algumas modificagoes.

2.1.2.4 Efeitos in vitro do carvacrol contra diferentes microrganismos

2.1.2.4.1 Anédlise da concentracdo inibitoria minima (CIM)

O efeito inibitorio in vitro do carvacrol foi avaliado contra os microrganismos
descritos no item 2.2.2. Para isso, foi realizada a metodologia da concentracdo inibitoria
minima (CIM), utilizando microplacas de 96 pocos, fundo em “U”. Nestas, foram adicionados
100 pL. de meio de cultura em todos os pocos, sendo: 1) PWS (do inglés, Salt peptone water-
1% de peptona, 3% de NaCl, pH 7.4) utilizado para vibrios; 2) PB (do inglés, Poor Broth -
1% de peptona, 0,5% de NaCl, pH 7.4) para E. coli e S. aureus e 3) MRS acrescido com 3%
de NaCl para L. plantarum. Em seguida, foi adicionado 100 pL de carvacrol (concentracdo de
10 mg mL™!) no primeiro poco e realizado diluicdo seriada (5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,312; 0,156;
0,078; 0,039; 0,019; 0,0098; 0,0049; 0,0024 mg mL"! de carvacrol) até o 12° poco.
Posteriormente, foram adicionados em todos os pogos 20 puL da respectiva bactéria na
concentragdo de 0,5 na escala de McFarland. Para os controles foram utilizados somente os
meios de cultura, adicionando-se ou ndo a bactéria (controle positivo e negativo,
respectivamente). As microplacas foram incubadas a 30°C ou 35°C (L. plantarum) por 24 h e
o crescimento bacteriano foi analisado pelo método colorimétrico. Para este, foram
adicionados 30 pL da solucao de Resazurina sodica (0,01%, Sigma - Aldrich, MO — USA) e a
leitura dos resultados foi realizada ap6s 1 hora, considerando a concentracdo imediata ao
aparecimento da cor (ARAUJO; LONGO, 2016). Os testes para cada bactéria foram

realizados em triplicata.
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2.1.2.4.2 Analise por difusdo em agar

A inibicdo do carvacrol por difusdo em agar foi avaliado contra os microrganismos
descritos no item 2.2.2. Apds as suspensdes bacterianas serem diluidas (conforme a
metodologia descrita no item 2.2.3), estas foram semeadas em placas contendo meio de
cultura em agar, sendo MRS acrescido com 3% de NaCl para L. plantarum e para as demais
bactérias TSA (do inglés, Agar Tryptic Soy). Em seguida foi realizado trés pocos de 0,8
milimetros (mm) de didmetro no qual foi adicionado 50 pL de carvacrol, sendo que cada
amostra foi realizada em triplicata. As placas foram incubadas por 24 h ¢ os didmetros dos

halos de inibi¢do ao redor de cada pogo foram mensurados em mm.

2.1.2.5 Material biologico

A pesquisa foi desenvolvida com camardes marinhos L. vannamei adquiridos da
empresa Aquatec Aquacultura Ltda. (Rio Grande do Norte, Brasil). Os animais foram
cultivados no LCM em sistema de bioflocos até atingirem o peso ideal para o inicio dos testes

experimentais.

2.1.2.6 Preparo das dietas experimentais

As dietas foram formuladas com o auxilio do software Optimal Formula 2000®
versao 19102009, baseado nas recomendagdes e exigéncias nutricionais para L. vannamei
(GONG et al., 2000; NRC, 2011; ZHOU et al., 2012). Os ingredientes secos foram
previamente triturados e peneirados a 600 um. Posteriormente, os microingredientes foram
homogeneizados ¢ em seguida adicionados aos macroingredientes. Sucessivamente foram
acrescentados os 6leos, a lecitina de soja e 4gua (200 mL kg™ da dieta). A mistura resultante
foi peletizada em uma microextrusora (Inbramaq MX-40), seca em estufa a 40°C e
posteriormente a racdo finalizada foi refrigerada a 4°C até a sua utilizagdo. Para o
experimento in vivo (item 2.2.7) foi testada uma dieta controle (sem carvacrol) e as outras
dietas, contendo os mesmos ingredientes, foram acrescidas com diferentes concentragdes de
carvacrol, sendo 1, 3, 4 e 6 mg mL™'. Por ser um composto altamente volatil, o volume
correspondente de cada concentragdo de carvacrol foi pipetado diretamente na ra¢do 20 min
antes das alimentagdes e acrescido com agua, para todas as dietas ficarem com o mesmo

volume de liquido. As concentracdes utilizadas foram definidas de acordo com os resultados
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obtidos nas andlises in vitro do presente estudo. A composicdo centesimal da ra¢do foi
analisada de acordo com o descrito por AOAC (2005) pela empresa de analises laboratoriais
CBO Ltda. (Valinhos, Sao Paulo, Brasil) e os ingredientes utilizados estdo descritos na

Tabela 1.

Tabela 1. Formulagdo e composi¢do centesimal da ragao utilizada.

Ingredientes (g kg
Farelo de soja 324,63
Farinha de trigo 150,00
Residuo de peixe 150,00
Farinha de visceras 125,67
Carboximetilcelulose 5,00
Lecitina de soja 25,00
Fosfato monocalcico 25,00
Oleo de soja 10,00
Vitamina C 0,70
Premix vitaminico' 5,00
Premix mineral® 17,00
Sulfato de magnésio 15,00
Caulim 100,00
Cloreto de sodio 12,00
Cloreto de potassio 10,00
Metionina 5,00
Oleo de peixe 20,00
Carvacrol®
Umidade 9,04
Proteina bruta 39,60
Extrato etéreo 8,71
Fibra bruta 1,87
Cinzas 17,65

"Premix vitaminico: vit. A - 900 mg kg'!; vit. D3 - 25 mg kg'!; vit. E — 46.900 mg kg!; vit. K3 — 1.400 mg kg'!;
cobalamina (B12) — 50 mg kg!; piridoxina (B6) — 33.000 mg kg™'; riboflavina — 20.000 mg kg™!; 4cido nicotinico
—70.000 mg kg'; 4cido pantoténico — 40.000 mg kg™'; biotina — 750 mg kg'; 4cido folico — 3.000 mg kg-';
Premix mineral: cobre — 2.330 mg kg*!; zinco — 10.000 mg kg''; manganés — 6.500 mg kg™'; selénio - 125 mg
kg'!; iodo — 1.000 mg kg™!; cobalto — 50 mg kg'!; magnésio — 20 g kg!; potassio — 6,1 g kg™!.
3Carvacrol: O carvacrol foi pipetado diretamente na ragdo a cada alimenta¢do obedecendo as concentragdes
definidas para os tratamentos (1, 3, 4 € 6 mg mL™).

2.1.2.7 Delineamento experimental

Apo6s o periodo de aclimatagdo de quinze dias o experimento iniciou e durou quatro
semanas. Este experimento consistiu na avaliagao do efeito in vivo do carvacrol no camarao L.
vannamei mantidos em agua clara. O delineamento foi inteiramente ao acaso, com cinco
tratamentos referentes as dietas avaliadas (item 2.2.6) com trés repeti¢cdes cada, totalizando
quinze tanques. As unidades experimentais consistiam de tanques de polietileno contendo 400 L

de agua que era renovada em dias alternados até a retirada de restos de alimentos, fezes e mudas.
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As unidades experimentais continham aeragdo constante e aquecedores com
termostato mantendo a temperatura em 29 + 0,5°C. Estas unidades foram povoadas com vinte
e cinco camardes com peso médio inicial de 4,96 + 0,14 g. As alimentagdes ocorreram quatro
vezes ao dia e foram ajustadas de acordo com biometrias quinzenais € a sobrevivéncia,
seguindo uma conversao programada estimada (RAY et al., 2010). Além disso, ao longo do
experimento, foram monitorados os parametros de qualidade de agua, como oxigénio
dissolvido e temperatura uma vez ao dia (YSI 55, YSI Incorporated, Yellow Springs, OH,
EUA). Uma vez por semana foram realizadas anélises de pH (pHmetro Tecnal®), salinidade
(Eco-Sense YSI EC30), alcalinidade (APHA, 2005), nitrito e amdnia total realizado de acordo
com Strickland e Parsons (1972).

2.1.2.8 Andalise dos parametros imunologicos

Apds o término do experimento a hemolinfa foi coletada do sinus ventral de dez
camardes por tanque (trés pools por tratamento). Para isso foram utilizadas seringas estéreis
de 1 mL resfriadas a 4°C. A partir da hemolinfa coletada, 50 pL foram fixados em solug¢do
anticoagulante Alsever modificado (MAS, do inglés Modified Alsever Solution - citrato de
sodio 27 mM, EDTA 9 mM, glicose 115 mM, NaCl 336 mM, pH 7.2) com 4% de
formaldeido para contagem total de hemocitos (THC). O restante foi coagulado a 4°C,
macerado e centrifugado a 6.000 xg por 10 min para obtengdo do soro, no qual foi aliquotado
e estocado a -20°C. O numero de hemocitos por mililitro de hemolinfa foi estimado por
contagem direta em camara de Neubauer. A concentragdo total da proteina do soro foi
realizada em microplacas de 96 pocos (fundo chato) e estimada pelo método de Bradford
(1976), utilizando soro-albumina bovina como padrdo. Este e os proximos ensaios foram
realizados em triplicatas. A atividade da enzima fenoloxidase (PO) foi determinada por
espectrofotometria (490 nm) pela formacdo do pigmento DOPA-cromo, apds a oxidacdo do
substrato L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA). As amostras do soro foram diluidas (1:15) em
TBS-1 (Tris 50 mM, NaCl 330 mM, CaCl, 5 mM, MgCl, 10 mM, pH 7,6). Desta solucao, 50
uL foram incubados em um volume igual de tripsina (Sigma, 1 mg mL™') indutor enzimatico,
em microplacas de 96 pocos (fundo chato) por 5 min a temperatura ambiente. Apds a
incubagdo, foi adicionado 50 pL de L-DOPA (Sigma, 3 mg mL!) em todos os pogos e a
formagdo do DOPA-cromo foi monitorada apds 5, 10 e 15 min. Nos controles, a tripsina foi
substituida por TBS. A atividade da PO foi expressa em unidades de atividade da enzima (U)

através da variagdo de 0,001 na absorbancia/minuto/miligrama de proteina (SODERHALL;
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HALL, 1984). Para a andlise da capacidade aglutinante do soro, inicialmente foram
depositados 50 pL da solugdo TBS-2 (Tris 50 mM, MgCl, 5 mM, CaCl, 10 mM, NaCl 150
mM, pH 7,4) em todos os pocos da microplaca de fundo em “U”. Em seguida, foi adicionado
no primeiro pog¢o o soro diluido (1:15) em TBS-2 e realizado as diluigdes seriadas até o 12°
pogo. Ao final, 50 puL da solugdo de eritrécitos caninos a 2% foram adicionados em cada
pogo, misturados e incubados por 2 h em camara umida e a temperatura ambiente. Nos pogos
controle, o soro dos camardes foi substituido por TBS-2. O titulo aglutinante foi definido como

o reciproco da ultima diluicdo capaz de aglutinar os eritrocitos (MAGGIONI et al., 2004).

2.1.2.9 Anadlise da microbiota do trato intestinal

Para esta analise foram amostrados intestinos de dez camardes de cada tanque (trés
pools por tratamento), totalizando trinta camardes por tratamento. Os tratos intestinais foram
assepticamente extraidos, homogeneizados em um gral e diluidos serialmente (1/10) em
solucdo salina estéril 3%. Apos, foram semeados em meio de cultura TSA (do inglés, Agar
Tryptic Soy) e TCBS (do inglés, Thiosulfate citrate bile salts sucrose agar), para contagem de
bactérias heterotroficas totais e Vibrio spp. respectivamente. Os intestinos semeados nas
placas foram incubados em estufa a 30°C, por 24 h e posteriormente foi realizada as

contagens totais de unidades formadoras de colonias (UFC).

2.1.2.10 Desafio experimental com Vibrio parahaemolyticus

Ao final do cultivo, cento e cinquenta animais foram transferidos para o NEPAQ e
distribuidos em quinze unidades experimentais de 100 L (dez animais por unidade),
totalizando trinta animais por tratamento. Pela parte dorsal do primeiro segmento abdominal
os camardes foram injetados com 100 pL de solucdo de V. parahaemolyticus em uma
concentracdo de 1 x 107 UFC mL"! segundo teste DLso realizado previamente. Os animais

foram monitorados por 48 h e apds esse periodo foi avaliada a mortalidade.
2.1.2.11 Avaliagdo dos parametros zootécnicos
Ao término do experimento foi realizado a biometria final de todos os camardes

cultivados em cada unidade experimental para obtencdo dos paradmetros zootécnicos,

conforme indicado abaixo:


https://en.wikipedia.org/wiki/Thiosulfate-citrate-bile_salts-sucrose_agar
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- Ganho de Peso Semanal (g/s) = {[peso médio final (g) — peso médio inicial (g)] / dias de
cultivo} * 7;

- Peso final (g) dos animais ao final do experimento;

- Conversao Alimentar (CA) = ragao consumida (kg)/biomassa de camarao produzida (kg);

- Sobrevivéncia (%) = (numero final de camardes / nimero inicial de camardes) * 100.

2.1.2.12 Andlises estatisticas

Os dados de contagem de bactérias do trato intestinal foram transformados para log'°
(x + 1), e os de titulo aglutinante foram transformados em log? (x + 1) antes de serem
submetidos a andlise estatistica. A homocedasticidade ¢ normalidade de todos os dados foram
avaliadas através dos testes de Bartlett e Shapiro-Wilk, respectivamente. Quando
considerados paramétricos, estes dados foram submetidos a andlise de variancia unifatorial
(ANOVA - one way) seguido pelo teste de Tukey, e quando considerados ndo paramétricos
foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis. Todos os testes estatisticos foram realizados no
programa Statistica 13.5 (TIBCO Software Inc.), utilizando o nivel de significancia de 5%. Os
dados de mortalidade ap6s o desafio foram analisados por Kaplan-Meier no software

GraphPad Prism 5.0.
2.1.3 RESULTADOS
2.1.3.1 Efeitos in vitro do carvacrol contra diferentes microrganismos
2.1.3.1.1 Anadlise da concentracdo inibitdria minima (CIM)

Os resultados da concentragdo inibitéoria minima do carvacrol contra diferentes
microrganismos estdo descritos na Tabela 2. O carvacrol inibiu o V. alginolyticus e V. harveyi
em uma concentracdo menor que os demais microrganismos. Para as vibriondceas as

concentragdes de inibigdo foram de 0,078 mg mL™! de carvacrol, enquanto as demais bactérias

obtiveram inibi¢do apenas na concentracdo de 0,156 mg mL™! de carvacrol.
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Tabela 2. Concentragdo inibitoria minima (CIM) do carvacrol contra diferentes

microrganismos
Microrganismos CIM (mg mL™")
Vibrio alginolyticus 0,0781 +0,0
Vibrio harveyi 0,0781 £ 0,02

Vibrio parahaemolyticus  0,1563 = 0,04
Staphylococcus aureus 0,1563 0,0
Escherichia coli 0,1563 +0,0
Lactobacillus plantarum  0,1563 + 0,04

Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrdo das triplicatas.

2.1.3.1.2 Andlise por difusdo em agar

Os resultados da difusdo em 4gar do carvacrol contra diferentes microrganismos
estdo descritos na Tabela 3. Como observado, o carvacrol apresentou os maiores halos de
inibi¢do contra V. parahaemolyticus e V. harveyi com 13,775 mm e 12,92 mm,
respectivamente. Além disso, estas vibrionaceas demonstraram diferengas significativas em
relacdo aos demais microrganismos testados, com exce¢do de E. coli. Ja os menores halos de
inibi¢do foram observados em S. aureus, seguido do V. alginolyticus e E. coli com 9,17 mm,
9,63 mm e 9,92 mm, respectivamente. Contudo, ndo foi possivel observar crescimento

bacteriano de L. plantarum e tao pouco a formag¢ao dos halos de inibi¢ao.

Tabela 3. Halos de inibi¢do (em mm) pelo método de difusdo em agar com carvacrol
contra diferentes microrganismos.

Microrganismos Médias
(1 x 10° UFC mL™") (mm)
Vibrio alginolyticus 9,63+0,18"
Vibrio harveyi 12,92+ 0,82°
Vibrio parahaemolyticus 13,75+ 0,12°
Staphylococcus aureus 9,17+ 0,47%
Escherichia coli 9,92+ 2,0

Lactobacillus plantarum Nao houve crescimento bacteriano

Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrao das triplicatas. As letras distintas indicam
diferenca significativa obtidas por ANOVA - one way, seguido pelo teste de Tukey (p= 0,0028).

2.1.3.2 Parametros de qualidade de agua

A temperatura e o oxigénio dissolvido foram mantidos em 28,73 + 0,75°C e 5,64 +

0,40 mg L', respectivamente e permaneceram constantes ao longo de todo o experimento.
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Além destes, a média para salinidade foi de 34,30 + 0,49 g L', pH de 8,15 £ 0,04,
alcalinidade de 121,12 £+ 15,17 mg CaCOs L'}, a aménia total de 0,91 £ 0,26 mg L™! e o nitrito
0,39 = 0,26 mg L. De acordo com Van Wyk e Scarpa (1999), os parametros se mantiveram
dentro dos padrdes apropriados para a espécie e nenhum dos parametros descritos acima

apresentaram diferencas significativas (p > 0,05) entre os tratamentos.

2.1.3.3 Analise dos pardmetros imunologicos

Como descrito na Tabela 4 nao foi possivel observar diferenca significativa (p >
0,05) em nenhum dos parametros imunologicos analisados, como Contagem Total de
Hemocitos (THC), concentracdo total de proteinas do soro, Atividade da Fenoloxidase (PO) e

capacidade aglutinante do soro entre os tratamentos.

Tabela 4. Parametros imunologicos de Litopenaeus vannamei alimentados com carvacrol
nas concentragdes de 1, 3,4 ¢ 6 mg mL"' e uma dieta controle, sem a adi¢do de carvacrol.

Atividade da

THC Concentracao PO Titulo de
Tratamentos (x10° Cels Proteica (unit min'mg-  Aglutinagdo

ml) (mg ml™) ! Proteina) (logzx +1)
Controle 5128063 212,12+042 11,06+1,76 9,33 +0.,57
1 mg mL"! 2495+0,80 213,75+3,54 5,19+2.84 10,05 £ 0,83
3 mg mL! 56,03 +0,20 212,07+0,45  8,14+4,96 9,80+ 0,33
4 mg mL! 77,96 +£0,16 21425+457  7,13+2,56 9,24 + 0,66
6 mg mL"! 4144 +0,66 213,71+1,49  726+2,02 10+0
Valor p 0,391 0,751 0,281 0,354

Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrdo das triplicatas. THC: Contagem Total de
Hemocitos; PO: Fenoloxidase.

2.1.3.4 Andlise da microbiota do trato intestinal

A contagem de bactérias do trato intestinal de L. vannamei alimentados com
diferentes concentragdes carvacrol ndo apresentaram diferencas significativas (p > 0,05),

conforme demonstrado na Figura 5.
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Figura 5. Contagem de bactérias do trato intestinal de Litopenaeus vannamei
alimentados com carvacrol nas concentragdes de 1, 3, 4 e 6 mg mL! e uma dieta
controle, sem a adi¢ao de carvacrol.
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Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrdo das triplicatas e as barras indicam o desvio padro
da média. Heterotroficas totais p= 0.655. Vibrio spp. p= 0,785.

2.1.3.5 Desafio experimental com Vibrio parahaemolyticus

Apds 48 h, os animais desafiados com V. parahaemolyticus ndo demonstraram
diferenga significativa (p > 0,05) entre os tratamentos (Figura 6). Contudo, foi possivel
observar que os animais tratados com 3 mg mL! de carvacrol obtiveram a porcentagem de
mortalidade mais elevada, com 20%, seguido dos tratamentos com 4 e 6 mg mL"! com

16,67%, 1 mg mL™! com 15% e o controle com 13,3%.

Figura 6. Mortalidade cumulativa de Lifopenaeus vannamei alimentados com carvacrol
nas concentragdes de 1, 3,4 ¢ 6 mg mL™' e uma dieta controle, sem a adi¢do de carvacrol.
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Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrao das triplicatas. p= 0.978.
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2.1.3.6 Avaliag¢do dos pardmetros zootécnicos

Apo6s o periodo de quatro semanas, ndo foram observadas diferenca significativa (p >
0,05) em nenhum dos parametros zootécnicos analisados, como ganho de peso semanal
(GPS), peso final, fator de conversdo alimentar (FCA) e sobrevivéncia, conforme descrito na

Tabela 5.

Tabela 5. Pardmetros zootécnicos de Litopenaeus vannamei alimentados com carvacrol nas
concentragdes de 1, 3,4 ¢ 6 mg mL™' e uma dieta controle, sem a adi¢do de carvacrol.

Tratamentos GPS (g) Peso final (g) FCA Sobrevivéncia (%)
Controle 1,74 £ 0,08 11,87 £ 0,02 1,40 + 0,02 100 +£ 0,0

1 mg mL"! 1,69 = 0,06 11,83 +£0,32 1,33 +0,07 100 +£ 0,0

3 mg mL! 1,63 +0,10 12,12+ 0,59 1,37 £ 0,08 98,7 £2,31

4 mg mL! 1,78+ 0,17 11,83 +£0,38 1,45+ 0,06 98,6 £2,41

6 mg mL"! 1,67 0,03 11,25 +0,28 1,43 £0,02 100+ 0
Valor p 0,458 0,126 0,231 0,518

Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrdo das triplicatas. GPS: ganho de peso semanal;
FCA: fator de conversdo alimentar.

2.1.4 DISCUSSAO

Nos ultimos anos o uso de compostos antimicrobianos derivados de plantas tem
atraido crescente interesse na aquicultura, pois podem representar uma alternativa
promissora ao uso dos antibidticos nos cultivos (ABUTBUL et al, 2004;
RATTANACHAIKUNSOPON; PHUMKHACHORN, 2009). Neste sentido, o carvacrol, por
apresentar forte atividade antimicrobiana contra uma ampla gama de bactérias, surgiu como
um composto bioativo para fins terapé€uticos e tem sido muito testado (MARINELLI; DI
STEFANO; CACCIATORE, 2018).

Estudos in vitro demonstraram acdo antimicrobiana, do carvacrol contra V.
parahaemolyticus, S. aureus € Pseudomonas fluorescens e apresentou CIM de 0,5; 0,125 ¢ 0,5
mg mL!, respectivamente (FANG et al., 2019). Em outro estudo, o carvacrol também foi
avaliado contra outros microrganismos, tais como E. coli apresentando CIM de 0,064 mg mL"
Ve S. typhimurium com CIM de carvacrol de 0,12 mg mL™! (LEMOS et al., 2017; LIMA et
al., 2017). Além destes, o 6leo essencial de tomilho (7. vulgaris), contendo 60% de carvacrol,
foi avaliado contra V. vulnificus, Vibrio fluvialis € V. parahaemolyticus com CIM de carvacrol
de 0,156 mg mL! e para V. alginolyticus foi de 0,078 mg mL™' (HAJLAOUI et al., 2010;

SNOUSSI et al., 2008). Estas ultimas concentragdes estao condizentes com os achados no
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presente estudo, no qual V. alginolyticus e V. harveyi demonstraram inibi¢do do crescimento
até a concentracdo de 0,078 mg mL™!, enquanto as demais bactérias obtiveram inibi¢do apenas
na concentragdo de 0,156 mg mL™' de carvacrol. Com isso, foi possivel verificar que o
composto fenolico demonstrou potencial agdo antimicrobiana contra todas as bactérias
testadas no presente estudo, inclusive a bactéria probiotica.

Entretanto, no teste de difusdo em agar, ndo foi possivel observar crescimento
bacteriano de L. plantarum e tao pouco a formacao dos halos de inibi¢ao, mesmo utilizando
carvacrol diluido. Uma sugestao para isso, ¢ que devido a velocidade de crescimento da
bactéria probiotica ser mais lenta que as demais bactérias testadas acredita-se que o carvacrol
possa ter se incorporado no agar e isso impediu o crescimento do probidtico. Estudos relatam
que o tipo bacteriano pode influenciar na eficacia dos 6leos essenciais e poderia ser explicado
pela diferenca na estrutura das suas membranas (GILLES et al., 2010; NEVAS et al., 2004)
porém, isso nao foi confirmado no presente estudo.

Para os demais microrganismos, no teste de difusdo em agar V. parahaemolyticus e
V. harveyi, apresentaram os maiores halos de inibicdo e foram estatisticamente diferentes em
relacdo aos demais microrganismos testados, com excecdo para E. coli. Estes resultados
corroboram os estudos de Snoussi et al. (2008) no qual utilizaram o 6leo essencial de
tomilho (7. vulgaris), contendo 60% de carvacrol, e o halo de inibicdo obtido para V.
alginolyticus foi de 13,3 mm, V. parahaemolyticus de 14,66 mm, V. vulnificus de 12,66 mm e
V. fluvialis de 13 mm. Além destes, Guarda ef al. (2011) obtiveram halos de inibigdo para E.
coli de 9,0 mm e para S. aureus 11 mm e estes dados estdo condizentes com os resultados
obtidos no presente trabalho.

A partir dos resultados promissores obtidos pelos testes in vitro neste estudo, foram
definidos as diferentes concentragdes de carvacrol para adicionar nas dietas do camardo-
branco-do-pacifico. O bom desempenho dos animais aquéticos ja foi demonstrado por
Ahmadifar et al. (2011) no qual utilizando carvacrol e timol na alimentacdo para
Oncorhynchus mykiss observaram que os peixes alimentados com dietas contendo 2 e 3 g kg™
dos compostos exibiram maior ganho de peso, comprimento e peso final, além de influenciar
os parametros imunologicos. Entretanto, estudos utilizando diferentes concentracdes de
carvacrol (0,025% e 0,05%) como aditivo alimentar para o peixe Dicentrarchus labrax,
indicaram que a inclusdo deste composto ndo afetou o desempenho de crescimento dos
animais e a resposta imune (VOLPATTI et al., 2013). Isso também foi observado neste
estudo, em que diferentes concentragdes de carvacrol (1, 3, 4 e 6 mg mL!) nio afetaram o

desempenho de L. vannamei e a resposta imunoldgica referente aos parametros avaliados.
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Sabe-se que o intestino dos animais desempenha um papel vital na absor¢do e
metabolismo de nutrientes e atua como uma das primeiras linhas de defesa contra patégenos e
estresse ambiental (GARRETT; GORDON; GLIMCHER, 2010, ROMBOUT JAN et al.,
2011). Neste contexto, observou-se que a microbiota intestinal de L. vannamei alimentados
com diferentes concentracdes de carvacrol, e mesmo com a aparente abundancia de bactérias
no tratamento de 6 mg mL! em comparagdo com os demais tratamentos, ndo apresentaram
diferencas significativas entre os grupos.

Apesar dos excelentes resultados obtidos nos testes in vitro do presente trabalho, no
teste in vivo as diferentes concentragdes de carvacrol ndo afetaram o desempenho zootécnico,
imunologico, microbiota intestinal e a resisténcia dos animais desafiados com V.
parahaemolyticus. Uma hipotese para isso € que o uso do oleo essencial pode apresentar
maior eficacia do que os seus compostos puros e isolados, como por exemplo, o carvacrol,
pois existe um sinergismo entre todos os componentes presentes no 6leo essencial, como ja
demonstrado na literatura (LEMOS et al., 2017; ZHENG et al., 2009). Ademais, Nostro et al.
(2012) demonstraram que o carvacrol pode ser mais efetivo quando o pH do meio ¢ acido,
provavelmente devido & maior hidrofobicidade que resulta em uma melhor fragmentacdo
dos lipidios da membrana. Esse mecanismo de agdo foi evidenciado por Marinelli et al.
(2018) na qual relatam que a membrana externa e a citoplasmatica das bactérias sdo
considerados os principais locais de acdo do carvacrol ocorrendo alteragdes funcionais e
estruturais das membranas, interferéncia na sintese e fun¢ao dos acidos nucleicos,
coagulacdo do citoplasma e vazamento dos seus constituintes, desequilibrio do metabolismo
e inibicdo do Quorum sensing (QS) (KNOBLOCH et al., 1989; SIKKEMA; JAN;
POOLMAN, 1995). Além disso, de acordo com Astashkina et al. (2012) os modelos in vitro
ndo representam completamente a fisiologia in vivo e, portanto, estes podem ndo fornecer
informagdes suficientes para entender com precisdo a propriedade bioldgica do composto

estudado.

2.1.5 CONCLUSAO

A atividade antimicrobiana do carvacrol foi confirmada no presente estudo com
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas e sugere-se que sua possivel agdo antimicrobiana
seja mais eficaz contra Vibrio spp. No entanto, as concentragdes de carvacrol utilizadas nas
dietas ndo afetaram o desempenho zootécnico, imunoldgico, a microbiota intestinal e a

resisténcia dos camardes ao desafio com V. parahaemolyticus. Estes resultados podem servir
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como base para estudos futuros que visam os mecanismos de acdo do carvacrol no trato

intestinal dos camardes marinhos.
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2.2 AUMENTO DA RESISTENCIA AO CHOQUE TERMICO NO CAMARAO-BRANCO-
DO-PACIFICO ALIMENTADO COM ALGA VERDE E O SEU EFEITO EM CONJUNTO
COM PROBIOTICO

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da macroalga Ulva ohnoi isoladamente ¢ em
conjunto com o probiodtico Lactobacillus plantarum no desempenho zootécnico, imunologico,
microbiolégico, na resisténcia ao choque térmico e na sobrevivéncia de Litopenaeus
vannamei desafiados com Vibrio parahaemolyticus. Para isso, os camardes foram alimentados
com quatro dietas: a) Controle (sem aditivos); b) Alga a 2%; c) Probiodtico na concentracao de
1,7 x 10 UFC mL™"! por grama de ragdo; d) Combinacdo de Alga + Probidtico. Apos seis
semanas, foram avaliados os parametros zootécnicos, imunoldgicos, microbioldgicos, a
sobrevivéncia dos animais desafiados com V. parahaemolyticus (3 x 103 UFC mL™) por 48 h
e a resisténcia térmica dos camardes a temperatura de 11,5 = 0,1°C. Os camardes desafiados
com Vibrio demonstraram diferenga significativa entre os tratamentos controle e probiotico e
controle e alga, sendo que os animais suplementados apenas com alga apresentaram maior
taxa de mortalidade (92,5%), seguidos dos suplementados com probidtico (90%), alga +
probiodtico (87,5%) e controle (65%). Os tratamentos controle ¢ alga também demonstraram
diferenga significativa na resisténcia ao choque térmico, sendo que os animais tratados com a
dieta controle apresentaram maior taxa de mortalidade (37,5%), seguido dos tratamentos com
alga + probiotico (32,5%), probiotico (27,5%) e alga (22,5%). Ja os pardmetros zootécnicos,
imunoloégicos e microbioldégicos ndo demonstraram diferengas significativas entre os
tratamentos. Em conclusado, a utilizacdo de U. ohnoi isoladamente demonstrou um efeito
positivo na resisténcia ao choque térmico, mas ndo demonstrou prote¢do contra a infeccao
causada pelo V. parahaemolyticus. Ja o seu uso combinado com L. plantarum nas dietas nao
exerceu nenhum efeito sinérgico ou antagdnico nos demais parametros avaliados.

Palavras-chave: Litopenaeus vannamei; Ulva ohnoi; Lactobacillus plantarum; Vibrio,
Choque térmico.

ABSTRACT
This study aimed to evaluate the in vivo effect of the macroalgae Ulva ohnoi alone and
combined with the probiotic Lactobacillus plantarum on the performance of zootechnical,
immunological, microbiological, thermal resistance and survival of Lifopenaeus vannamei
challenged with Vibrio parahaemolyticus. For this, the shrimp were fed with four diets: a)
Control (without additives); b) 2% seaweed; c) Probiotic at a concentration of 1.7 x 108 UFC
mL; d) Combination of Alga + Probiotic. After six weeks, the zootechnical, immunological,
microbiological parameters, the survival of animals challenged with V. parahaemolyticus (3 x
108 CFU mL") for 48 h, and the thermal resistance of the shrimp at a temperature of 11.5 +
0.1°C were evaluated. The shrimp challenged with Vibrio showed a significant difference
between the control and probiotic and control and seaweed treatments, with the highest
percentage of mortality being observed in the group fed only with seaweed, which was 92.5%,
followed by treatments with probiotic with 90%, seaweed + probiotic with 87.5% and control
with 65%. The control and seaweed treatments also showed a significant difference in
resistance to heat shock, and the animals treated with the control diet had the highest mortality
rate, with 37.5%, followed by treatments with seaweed + probiotic with 32.5%, probiotic with
27.5% and seaweed with 22.5%. The zootechnical, immunological and microbiological
parameters did not show significant differences between treatments. In conclusion, the use of
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U. ohnoi alone demonstrated a positive effect on heat shock resistance, but did not
demonstrate protection against infection caused by V. parahaemolyticus. On the other hand,
its combined use with L. plantarum in the diets did not have any synergistic or antagonistic
effect on the parameters evaluated.

Keywords: Litopenaeus vannamei. Ulva ohnoi. Lactobacillus plantarum. Vibrio. Thermal
shock.

2.2.1 INTRODUCAO

O camarao Litopenaeus vannamei ¢ considerado uma das espécies mais importantes
para a carcinicultura e nos ultimos anos esta atividade alcancou uma alta producdo. Contudo,
camardes marinhos sdo organismos ectotérmicos e podem sofrer estresse devido as oscilagdes
de temperatura nos cultivos. Quando estas ficam baixas, o metabolismo em geral, como o
sistema imunologico, antioxidante, a osmorregulagdo, comportamento e o crescimento destes
animais podem ser afetados negativamente (REN et al., 2021; XU et al., 2019).

Além disso, as alteracdes nos fatores ambientais contribuem para a imunossupressao
dos animais cultivados e podem aumentar sua suscetibilidade as enfermidades causadas por
virus e bactérias patogénicas (JIAO et al., 2021; KLONGKLAEW et al., 2020; REVERTER
et al., 2014). Entre as infec¢des, estdo as causadas por bactérias do género Vibrio, como o
Vibrio parahaemolyticus, conhecido por ser o agente etiologico da Doenca da necrose
hepatopancredtica aguda (AHPND, acute hepatopancreatic necrosis disease) que causou
enormes perdas econdmicas na carcinicultura global (BOYD; PHU, 2018; SANTOS et al.,
2020).

Para controlar estas infecgdes microbianas nos cultivos, uma das estratégias € o uso
de antibidticos. Entretanto, o seu uso indiscriminado ndo ¢ recomendado, uma vez que eles
podem ser acumulados nos tecidos dos animais e assim aumentar os riscos a saude destes,
como dos humanos e causar sérios impactos ao meio ambiente (BURRIDGE et al., 2010;
WANG et al., 2021). Por estes motivos, ¢ de suma importancia buscar alternativas com
métodos bioldgicos que visam melhorar a imunidade dos animais, controlar as infec¢des nos
cultivos e ainda auxilid-los na resisténcia as quedas na temperaturas (NAIEL et al., 2021).
Dentre estes, esta o uso de probioticos, na qual sdo descritos como microrganismos vivos que
ao serem ministrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro
(FAO/WHO, 2001; HILL et al., 2014). Um exemplo de probiodtico, € o Lactobacillus
plantarum, que pertence ao grupo das Bactérias do Acido Latico (BAL) (ZHENG et al.,

2018). Quando suplementada na alimentacdo dos camardes esta cepa diminuiu a contagem
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de vibrionaceas no trato intestinal, melhorou o desempenho de crescimento, eficiéncia
alimentar, atividade enzimatica ¢ a sobrevivéncia dos animais desafiados com vibrionaceas
(KONGNUM; HONGPATTARAKERE, 2012; LI et al., 2018; NGUYEN et al., 2018;
VIEIRA et al., 2016). No entanto, estudos relacionando o uso de probidticos na alimentagao
de L. vannamei e o seu efeito na resisténcia ao choque térmico ainda sdo escassos.

Outra medida profilatica que auxilia na mitigacdo das enfermidades, reduz o uso de
quimioterapicos nos cultivos e melhora a resisténcia ao estresse térmico dos animais € o uso
de produtos naturais de origem marinha (REZENDE et al., 2021; ROMERO; GLORIA;
NAVARRETE, 2012). Dentre estes estdo as algas verdes, que fazem parte do género Ulva.
Elas possuem ampla distribuicdio mundial e apresentam quantidades significativas de
compostos bioativos que tem mostrado potencial na melhora do sistema imunoldgico em
organismos cultivados (MANTRI et al., 2020; TZIVELEKA; IOANNOU; ROUSSIS, 2019).
Dessa forma, varios estudos empregam macroalgas na alimentacdo dos animais cultivados,
pois estas carecem de efeitos toxicos para o metabolismo celular, possuem métodos de cultivo
simples, crescem répido e o custo da producdo ¢ consideravelmente baixo (VATSOS;
REBOURS, 2015). Em camardes, o extrato da Ulva fasciata adicionado na dieta de Pennaeus
monodon atuou como agente profildtico no controle das vibrioses (VATSOS; REBOURS,
2015). Ja o extrato das espécies de Ulva intestinalis, Ulva clathrata, Ulva rigida e Ulva
lactuta na dieta de L. vannamei melhoraram o desempenho de crescimento e os parametros
imunolégicos (AKBARY; AMINIKHOEI 2018; ELIZONDO-GONZALEZ et al., 2018;
KLONGKLAEW et al.,, 2021; PRATIWI; PRATIWY, 2021). Além destes, pesquisas
apontam que camardes marinhos alimentados com dietas contendo algas pardas obtiveram
efeito positivo na resisténcia ao choque térmico e isso poderia estar relacionado aos seus
compostos bioativos (REZENDE et al., 2021; SCHLEDER et al., 2017a). Contudo, essa
resisténcia ainda ndo foi comprovada em L. vannamei alimentados com a alga U. ohnoi.

Devido aos efeitos negativos que as temperaturas baixas causam no metabolismo dos
crustaceos, somado a necessidade de buscar abordagens mais sustentaveis que reduzam o uso
de quimioterdpicos na carcinicultura, a utilizagdo da biomassa seca de U. ohnoi em conjunto
com o probidtico L. plantarum na suplementacdo dietética dos peneideos revelam ser
alternativas promissoras. Estes, além de servirem como fontes de nutrientes podem atuar em
sinergismo e auxiliar na imunocompeténcia dos animais contra os patdgenos, como os do
género Vibrio. Com isso, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito in vivo da

biomassa seca de U. ohnoi isoladamente e em conjunto com L. plantarum no desempenho
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zootécnico, imunologico, microbioldgico, na resisténcia ao choque térmico e na sobrevivéncia

de L. vannamei desafiados com V. parahaemolyticus.

2.2.2 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Camardes Marinhos (LCM). A
fabricagdo da dieta foi realizada no Laboratorio de Nutricdo de Espécies Aquicolas
(LABNUTRI) e a dieta acrescida com alga foi preparada no LCM, assim como o choque
térmico e o desafio experimental com Vibrio parahaemolyticus. A coleta da macroalga U.
ohnoi foi realizada nos tanques do Laboratdrio de Piscicultura marinha (LAPMAR). Todos os

laboratdrios pertencem a Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) em Floriandpolis

(SC).

2.2.2.1 Preparo do probidtico

Inicialmente L. plantarum foi semeado em meio de cultura caldo MRS, acrescido
com 3% de NaCl e incubados a 35°C. Apds 24 h, 10 ml dessa suspensdo probiotica foi
inserida em 100 ml de soro de leite (contendo 3% de NaCl e 2% de agucar) e incubados em
estufa a 35°C por 24 h. Apds esse periodo, o pH do probiodtico foi medido para confirmar o
crescimento bacteriano, no qual pH abaixo de 4 indica um bom crescimento. Em seguida o
probiotico foi armazenado na geladeira e utilizado por no maximo 48 h.

Para a contagem de L. plantarum na dieta a suspensdo probiotica foi realizada
conforme descrita acima e inserida na racdo. Em seguida, esta foi macerada e diluida
serialmente (1/10) em solugdo salina estéril 3%. Apos, foi semeado em meio de cultura agar
MRS e incubados em estufa a 35°C por 48 h. Ao final, as contagens totais de unidades
formadoras de coldnias (UFC) obtidas foram de 1,7 x 10 UFC mL"!.

2.2.2.2 Biomassa seca da macroalga

A macroalga U. ohnoi foi coletada no més de marco e estava inserida nos tanques de
cultivo de peixes (Mugil liza) no LAPMAR. Apos a coleta, as algas foram transportadas até o
LCM, onde foi retirado qualquer material incrustrado, em seguida limpas rapidamente com

agua doce e secas a temperatura ambiente por aproximadamente 3 h. Posteriormente, estas
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foram colocadas em estufa, com circulagdo de ar, e secas por 24 h a 38,5°C. Em seguida a

biomassa seca foi moida, peneirada e armazenada no freezer -20°C até a sua utilizagao.

2.2.2.3 Animais

A pesquisa foi desenvolvida com camardes marinhos L. vannamei adquiridos da
empresa Aquatec Aquacultura Ltda. (Rio Grande do Norte, Brasil). Os animais foram
cultivados no LCM em sistema de bioflocos até atingirem o peso ideal para o inicio dos testes

experimentais.

2.2.2.4 Preparo das dietas experimentais

As dietas foram formuladas com o auxilio do software Optimal Formula 2000®
versao 19102009, baseado nas recomendagdes e exigé€ncias nutricionais para L. vannamei
(GONG et al., 2000; NRC, 2011; ZHOU et al., 2012). Os ingredientes secos foram
previamente triturados e peneirados a 600 um. Posteriormente, os microingredientes foram
homogeneizados e em seguida adicionados aos macroingredientes. Sucessivamente foram
acrescentados os 6leos, a lecitina de soja e d4gua (200 mL kg™ da dieta). A mistura resultante
foi peletizada em uma microextrusora (Inbramaq MX-40), seca em estufa a 40°C e
posteriormente a racdo finalizada foi refrigerada até a sua utilizagdo. Para o experimento
foram testadas quatro dietas, sendo: a) Dieta controle (sem aditivos); b) Dieta acrescida com
alga; c) Dieta contendo probiotico e d) Dieta com a combinagdo de alga + probiodtico. A
biomassa seca de U. ohnoi foi adicionada durante o preparo da ragdo na concentragdo de 2%,
conforme descrito no estudo de Legarda et al. (2021). Ja L. plantarum (preparado conforme o
item 3.2.1) foi pipetado na ragcdo 30 minutos antes das alimenta¢des com volume de 100 mL
de probidtico por quilograma na dieta, de acordo com a metodologia descrita por Vieira et al.,
(2008), sendo que cada grama de ra¢io continha probiodtico na concentragio de 1,7 x 108 UFC
mL!. A composi¢io centesimal da racdo foi analisada de acordo com o descrito por AOAC

(2005) e os ingredientes utilizados estdo descritos na Tabela 6.
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Tabela 6. Formulagdo e composicdo centesimal da rago utilizada.

Ingredientes (g kg') Controle Alga Probiotico Alga + Probiético
Farelo de soja 324,63 324,63 324,63 324,63
Farinha de trigo 150,00 150,00 150,00 150,00
Residuo de peixe 150,00 150,00 150,00 150,00
Farinha de visceras 125,67 125,67 125,67 125,67
Carboximetilcelulose 5,00 5,00 5,00 5,00
Lecitina de soja 25,00 25,00 25,00 25,00
Fosfato monocalcico 25,00 25,00 25,00 25,00

Oleo de soja 10,00 10,00 10,00 10,00
Vitamina C 0,70 0,70 0,70 0,70
Premix vitaminico' 5,00 5,00 5,00 5,00
Premix mineral® 17,00 17,00 17,00 17,00
Sulfato de magnésio 15,00 15,00 15,00 15,00
Caulim 100,00 100,00 100,00 100,00
Cloreto de sodio 12,00 12,00 12,00 12,00
Cloreto de potassio 10,00 10,00 10,00 10,00
Metionina 5,00 5,00 5,00 5,00

Oleo de peixe 20,00 20,00 20,00 20,00

Ulva ohnoi 0% 2% 0% 2%
Lactobacillus 0 0 1,7x108 UFC mL"'  1,7x10® UFC mL"!
plantarum por grama de ragdo  por grama de ragao
Umidade 9,04

Proteina bruta 39,60

Extrato etéreo 8,71

Fibra bruta 1,87

Cinzas 17,65

Premix vitaminico': vit. A - 900 mg kg™'; vit. D3 - 25 mg kg'!; vit. E — 46.900 mg kg''; vit. K3 — 1.400 mg kg'';
cobalamina (B12) — 50 mg kg'!; piridoxina (B6) — 33.000 mg kg™'; riboflavina — 20.000 mg kg™'; acido nicotinico
—70.000 mg kg''; 4cido pantoténico — 40.000 mg kg''; biotina — 750 mg kg™!; 4cido f6lico — 3.000 mg kg-!;
Premix mineral?: cobre — 2.330 mg kg'!; zinco — 10.000 mg kg™'; manganés — 6.500 mg kg™!; selénio - 125 mg
kg!; iodo — 1.000 mg kg'!; cobalto — 50 mg kg'; magnésio — 20 g kg'!; potassio — 6,1 g kg'.

2.2.2.5 Delineamento experimental

O experimento teve duragdo de seis semanas e avaliou o efeito das dietas descritas no
item anterior para o camardo L. vannamei mantidos em 4gua clara. O delineamento foi
inteiramente ao acaso, com quatro repeticoes, totalizando dezesseis tanques. As unidades
experimentais consistiam em tanques de polietileno, contendo 400 L de &agua, que era
renovada até a completa retirada de restos de alimentos, fezes e mudas, em dias alternados.

As unidades experimentais possuiam aeracdo constante e aquecedores com

termostato mantendo a temperatura em 28,3 + 0,6°C. Estas unidades foram povoadas com
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trinta e cinco camardes com peso médio inicial de 4,5 = 0,13 gramas. As alimentacdes
ocorreram quatro vezes ao dia e foram ajustadas de acordo com as biometrias semanais e a
sobrevivéncia, seguindo uma conversdo programada estimada (RAY ef al., 2010). Além
disso, ao longo do experimento, foram monitorados os parametros de qualidade de agua,
como oxigénio dissolvido e temperatura uma vez ao dia (YSI 55, YSI Incorporated, Yellow
Springs, OH, EUA). Uma vez por semana foram realizadas analises de pH (pHmetro
Tecnal®), salinidade (Eco-Sense YSI EC30), alcalinidade (APHA, 2005), nitrito ¢ amodnia

total realizado de acordo com Strickland e Parsons (1972).

2.2.2.6 Avaliagdo dos parametros zootécnicos

Ao término do experimento foi realizado a biometria final de todos os camardes
cultivados em cada unidade experimental para obtencdo dos parametros zootécnicos,
conforme indicado abaixo:

- Ganho de Peso Semanal (g/s) = {[peso médio final (g) — peso médio inicial (g)] / dias de
cultivo} * 7;

- Peso Final (g) dos animais ao final do experimento;

- Conversao Alimentar (CA) = racdo consumida (kg)/biomassa de camarao produzida (kg);

- Sobrevivéncia (%) = (nimero final de camardes / nimero inicial de camardes) * 100.

2.2.2.7 Analise dos parametros imunologicos

Apds o término do experimento a hemolinfa foi coletada do sinus ventral de dez
camardes por tanque (quatro pools por tratamento). Para isso foram utilizadas seringas
estéreis de 1 mL resfriadas a 4°C. A partir da hemolinfa coletada, 50 pL foram fixados em
solucdo anticoagulante Alsever modificado (MAS, do inglés Modified Alsever Solution -
citrato de sodio 27 mM, EDTA 9 mM, glicose 115 mM, NaCl 336 mM, pH 7.2) com 4% de
formaldeido para contagem total de hemocitos (THC). O restante foi coagulado a 4°C,
macerado e centrifugado a 6.000 xg por 10 min para obtengao do soro, no qual foi aliquotado
e estocado a -20°C. O numero de hemocitos por mililitro de hemolinfa foi estimado por
contagem direta em camara de Neubauer. A concentra¢do total da proteina do soro foi
realizada em microplacas de 96 pocos (fundo chato) e estimada pelo método de Bradford
(1976), utilizando soro-albumina bovina como padrdo. Todos os ensaios foram realizados em

triplicatas. A atividade da enzima fenoloxidase (PO) foi determinada por espectrofotometria
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(490 nm) pela formag¢do do pigmento DOPA-cromo, apdés a oxidacdo do substrato L-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA). As amostras do soro foram diluidas (1:15) em TBS-1 (Tris 1
mM, NaCl 336 mM, CaCl, 5 mM, MgCl, 10 mM, pH 7.6). Desta solugao, 50 pL foram
incubados em um volume igual de tripsina (Sigma, 1 mg mL™) indutor enzimético, em
microplacas de 96 pogos (fundo chato) por 5 min a temperatura ambiente. Apo6s a incubacao,
foi adicionado 50 pL de L-DOPA (Sigma, 3 mg mL!) em todos os pogos e a formagio do
DOPA-cromo foi monitorada apos 5, 10 e 15 min. Nos controles, a tripsina foi substituida por
TBS. A atividade da PO foi expressa em unidades de atividade da enzima (U) através da
variagdo de 0,001 na absorbancia/minuto/miligrama de proteina (SODERHALL; HALL,
1984). Para a analise da capacidade aglutinante do soro, inicialmente foram depositados 50
pL da solugdo TBS-2 (Tris 50 mM, MgCl> 5 mM, CaCl; 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4) em
todos os pogos da microplaca de fundo em “U”. Em seguida, foi adicionado no primeiro pogo
o soro diluido (1:15) em TBS-2 e realizado as dilui¢des seriadas até o 12° poco. Ao final, 50
puL da solugdo de eritrocitos caninos a 2% foram adicionados em cada pogo, misturados e
incubados por 2 h em camara umida e a temperatura ambiente. Nos pogos controle, o soro dos
camaroes foi substituido por TBS-2. O titulo aglutinante foi definido como o reciproco da

ultima diluicao capaz de aglutinar os eritrocitos (MAGGIONI ef al., 2004).

2.2.2.8 Contagem bacteriologica do trato intestinal

Para esta andlise foram amostrados intestinos de dez camardes de cada tanque
(quatro pools por tratamento), totalizando quarenta camardes por tratamento. Os tratos
intestinais foram assepticamente extraidos, homogeneizados em um gral e diluidos
serialmente (1/10) em solucdo salina estéril 3%. Apods, foram semeados em meio de cultura
TSA (do inglés, Agar Tryptic Soy), TCBS (do inglés, Thiosulfate citrate bile salts sucrose agar)
e agar MRS para contagem de bactérias heterotroficas totais, Vibrio spp. totais e bactérias
laticas, respectivamente. Os intestinos semeados nas placas de TSA e TCBS foram incubados
em estufa a 30°C, por 24 h, as placas de MRS incubadas em estufa a 35°C, por 48 h e

posteriormente foi realizada as contagens totais de unidades formadoras de colonias (UFC).

2.2.2.9 Desafio experimental com Vibrio parahaemolyticus

Ao final do cultivo, quarenta camardes de cada tratamento foram transferidos para

outra sala experimental e distribuidos em dezesseis unidades experimentais de 70 L com


https://en.wikipedia.org/wiki/Thiosulfate-citrate-bile_salts-sucrose_agar
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aeragdo constante. Pela parte dorsal do primeiro segmento abdominal os camardes foram
inoculados com 100 uL de solugdo de V. parahaemolyticus em uma concentragio de 3 x 108
UFC mL! segundo teste DLso realizado previamente. Os animais foram mantidos por 48 h,

sem alimentacao e durante esse periodo foi avaliada a mortalidade.

2.2.2.10 Choque térmico

ApoOs seis semanas de experimento, quarenta camardes de cada tratamento foram
transferidos dos tanques com agua na temperatura de 28,3 + 0,6°C para uma outra sala
experimental contendo aquarios de 60 L com agua salgada na temperatura de 11,5 + 0,1°C
(segundo teste TLso realizado previamente) e com aeragdo constante. Os animais foram
mantidos nessa temperatura por 1 h e em seguida transferidos para os tanques com agua
salgada na temperatura de 28,7 + 0,3°C. Os camardes foram monitorados por 48 h, sem

alimentagdo e durante esse periodo foi avaliada a mortalidade.

2.2.2.11 Analises estatisticas

Os dados de contagem de bactérias do trato intestinal foram transformados para log'®
(x + 1), e os de titulo aglutinante foram transformados em log® (x + 1) antes de serem
submetidos a andlise estatistica. A homoscedasticidade e normalidade de todos os dados
foram avaliadas através dos testes de Bartlett e Shapiro-Wilk, respectivamente. Em seguida,
estes foram submetidos a analise de variancia fatorial (ANOVA) (Probidtico x Alga), seguido
pelo teste de Tukey. Todos os testes estatisticos foram realizados no programa Statistica 13.5

(TIBCO Software Inc.), utilizando o nivel de significancia de 5%.
2.2.3 RESULTADOS
2.2.3.1 Parametros de qualidade de dgua
A temperatura e o oxigénio dissolvido foram mantidos em 28,3 + 0,63 e 5,69 + 0,57,
respectivamente e permaneceram constantes ao longo de todo o experimento. Além destes, a

média para salinidade foi de 32,51+ 0,74 g L', pH de 8 + 0,14, alcalinidade de 123,06 = 4,47
mg CaCO; L', a amoénia total de 1,02 + 0,6 mg L' e o nitrito 0,03 £+ 0,05 mg L!. De acordo



58

com Van wyk and Scarpa (1999), os parametros se mantiveram dentro dos padrdes

apropriados para a espécie.

2.2.3.2 Avaliagdo dos pardmetros zootécnicos

Apds o periodo de seis semanas, ndo foram observadas diferencas significativas (p >
0,05) em nenhum dos parametros zootécnicos analisados, como ganho de peso semanal
(GPS), peso inicial, peso final, fator de conversao alimentar (FCA) e sobrevivéncia, conforme

descrito na Tabela 7.

Tabela 7. Parametros zootécnicos de Litopenaeus vannamei alimentados por seis semanas com uma
dieta controle (sem aditivos), dieta contendo alga Ulva ohnoi (2%), dieta com probiotico Lactobacillus
plantarum (1,7 x 108 UFC mL™! por grama de ragdo) e uma dieta com a combinagdo de alga +

probidtico.
GPS Peso Peso final Sobrevivéncia
Tratamentos .. FCA
(8) inicial (g) (2 (%)
Controle 1,63+0,33 457+0,10 1434+0,14 1,47+0,06 96,43+2,74
Alga 1,47+0,30 441+0,21 1322+0,24 1,56+0,08 99,29+ 1,43
Probidtico 1,64+£0,29 447+0,11 14,29+025 1,43+0,07 99,29+ 1,43
Alga + Probiético 1,48+0,34 4,56+0,15 13,46+0,16 1,56+0,04 99,29 +1,43
Valor p 0,976 0,120 0,178 0,589 0,147

Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrdo das quadruplicatas. GPS: ganho de peso semanal;
FCA: fator de conversdo alimentar. O valor de p € referente a interag@o entre os tratamentos Probiotico x Alga.

2.2.3.3 Analise dos parametros imunologicos

Nao foi possivel observar diferencas significativas (p > 0,05) em nenhum dos

parametros imunoldgicos analisados, como Contagem Total de Hemodcitos (THC),
concentragcdo total de proteinas do soro, Atividade da Fenoloxidase (PO) e capacidade

aglutinante do soro entre os tratamentos, conforme descrito na Tabela 8.
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Tabela 8. Parametros imunologicos de Litopenaeus vannamei alimentados por seis semanas com
uma dieta controle (sem aditivos), dieta contendo alga Ulva ohnoi (2%), dieta com probidtico
Lactobacillus plantarum (1,7 x 103 UFC mL"! por grama de ra¢do) e uma dieta com a combinagdo
de alga + probidtico.

Concentracio  Atividade da PO  Titulo de

THC . o~

Tratamentos 106 proteica (Unit min-! mg-! aglutinacao
(x10% (mg ml?) Protein) (log?)

Controle 279,65+0,75 484,81 £4,39 5,26 + 0,96 10,93 £0,13

Alga 217+ 0,47 484,94 + 3,99 4,76 + 0,43 10,39 £ 1,02

Probiotico 205,68+ 0,76 484,21 +£2,65 3,57+ 0,87 10,18 £0,90

Alga + Probiético 371 +£0,11 482,05 + 0,75 3,37+ 0,73 10,43 + 0,66
Valor p 0,329 0,496 0,691 0,315

Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrdo das quadruplicatas. THC: Contagem Total de

Hemocitos; PO: Fenoloxidase. O valor de p ¢ referente a interacdo entre os tratamentos Probidtico x Alga.

2.2.3.4 Contagem bacteriologica do trato intestinal

A contagem de bactérias do trato intestinal de L. vannamei alimentados com dietas
suplementadas e uma dieta controle ndo apresentaram diferengas significativas (p > 0,05),

conforme demonstrado na Figura 7.

Figura 7. Contagem de bactérias do trato intestinal de Litopenaeus vannamei alimentados por
seis semanas com uma dieta controle (sem aditivos), dieta contendo alga Ulva ohnoi (2%),
dieta com probidtico Lactobacillus plantarum (1,7 x 108 UFC mL™"! por grama de ragio) e
uma dieta com a combinagao de alga + probiotico.
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Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrao das quadruplicatas e as barras indicam o desvio
padrao da média. O valor de p ¢é referente a interag@o entre os tratamentos Probiodtico x Alga: Heterotrdficas
totais p= 0.563. Vibrio spp. p= 0,575. Laticas totais p=6335.
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2.2.3.5 Desafio experimental com Vibrio parahaemolyticus

ApO6s 48 h, os animais desafiados com V. parahaemolyticus demonstraram diferenca
significativa entre os tratamentos controle e alga (p= 0,014579) e controle e probiotico (p=
0,0262). Observou-se que os animais tratados com a dieta com alga apresentaram maior taxa
de mortalidade, com 92,5%, seguido dos tratamentos com probidtico com 90%, alga +

probidtico com 87,5% e controle com 65% (Figura 8).

Figura 15. Mortalidade cumulativa de Litopenaeus vannamei alimentados por seis
semanas com uma dieta controle (sem aditivos), dieta contendo alga Ulva ohnoi (2%),
dieta com probidtico Lactobacillus plantarum (1,7 x 103 UFC mL™ por grama de ragdo) e
uma dieta com a combinagdo de alga + probidtico apds o desafio com V.
parahaemolyticus.
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Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrdo das quadruplicatas. O valor de p € referente a
interacdo entre os tratamentos Probiodtico x Alga. As diferengas estatisticas estdo indicadas por letras diferentes
(*) (p <0,05).

2.2.3.6 Choque térmico

Ao final do monitoramento, os animais do choque térmico demonstraram diferenca
significativa entre os tratamentos controle e alga (p= 0,0485), conforme demonstrado na
Figura 9. Observou-se que os animais tratados com a dieta controle apresentaram maior taxa
de mortalidade, com 37,5%, seguido dos tratamentos com alga + probidtico com 32,5%,

probidtico com 27,5% e alga com 22,5% (Figura 9).
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Figura 19. Mortalidade cumulativa de Lifopenaeus vannamei alimentados por seis
semanas com uma dieta controle (sem aditivos), dieta contendo alga Ulva ohnoi (2%),
dieta com probiotico Lactobacillus plantarum (1,7 x 108 UFC mL™! por grama de
racdo) e uma dieta com a combinagdo de alga + probidtico apoés o choque térmico.
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Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrao das quadruplicatas. O valor de p € referente a
interacdo entre os tratamentos Probidtico x Alga. As diferencas estatisticas estdo indicadas por letras diferentes
(**) (p <0,05).
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2.2.4 DISCUSSAO

A suplementacdo alimentar com macroalgas e probidticos tem gerado crescente
interesse nos ultimos anos como promotores de crescimento, imunomoduladores e reduzem o
uso dos quimioterapicos nos cultivos (VIDHYA HINDU et al., 2019). Entre os motivos para
esse interesse € que as algas marinhas possuem quantidades significativas de vitaminas,
minerais, fibras alimentares, proteinas, polifendis, pigmentos, lipideos e polissacarideos
(MAGDUGQO et al., 2020). Dentre os polissacarideos, a ulvana, presente nas algas verdes
pode atuar como prebidticos, estimulando o crescimento de bactérias benéficas no trato
intestinal dos animais (VIDHYA HINDU et al., 2019; WIJESEKARA; PANGESTUTI; KIM,
2011). Além disso, alguns trabalhos vém demonstrando que o uso de algas marinhas como
aditivo alimentar podem auxiliar os animais a resistir as condi¢des climaticas adversas. Neste
sentido, avaliou-se a mortalidade apds o choque térmico e foi possivel observar que os
camardes alimentados com U. ohnoi apresentaram significativamente menor taxa na
mortalidade, quando comparado com o grupo controle. Estes achados estdo condizentes ao
encontrado em outros trabalhos que confirmaram que o uso da biomassa seca (0,5 e 2%) da

alga Sargassum filipendula (S) isoladamente e o uso desta em combinagao (1%S:2%U) com
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Undaria pinnatifida (U) melhoraram significativamente a resisténcia dos camardes ao choque
térmico (REZENDE et al., 2021; SCHLEDER et al., 2017a). Com isso, sugere-se que 0s
compostos bioativos presentes na alga utilizada neste estudo possam ter contribuido para a
melhora da resisténcia térmica dos animais, porém, nao foram realizadas andlises para
confirmar esta hipotese.

As oscilagdes de temperatura que ocorrem nos cultivos, como por exemplo as
encontradas na regido sul do Brasil no periodo de inverno, sao consideradas um fator limitante
para o crescimento e desenvolvimento dos animais (SHIELDS, 2019). Conforme a revisao de
Ren et al. (2021) o camarao L. vannamei possui uma faixa de tolerancia de temperatura entre
16 e 38°C, mas o seu melhor crescimento ¢ de 28 a 32°C (PONCE-PALAFOX; MARTINEZ-
PALACIOS; ROSS, 1997; VAN WYK; SCARPA, 1999). No entanto, quando a temperatura
da 4gua excede a capacidade regulatoria do camardo as temperaturas baixas retardam a sua
taxa de crescimento ¢ podem até causar mortalidades (REN et al., 2021). Em vista desta
problematica, varios estudos tem avaliado a tolerancia destes crustaceos ao frio e explorando
os efeitos que estas causam (PONTINHA; VIEIRA; HAYASHI, 2018; XU et al., 2019).

Dentre os inimeros efeitos, estdo as alteragdes na resposta neuroenddcrina e em suas
moléculas sinalizadoras, como a dopamina e norepinefrina, além de respostas oxidativas e
antioxidantes em camardes (MAPANAO et al., 2018; PAN et al., 2008; XU et al., 2018). As
temperaturas baixas também podem causar alteragdes imunologicas, como a reducdo do THC
encontrado em L. vannamei quando a temperatura diminuiu de 28 para 13°C, além de
suprimir a atividade antibacteriana, tornando os animais mais suscetiveis aos patdgenos
(FAN; WANG; WU, 2013; POWELL; WATTS, 2006; XU et al., 2019). Mudangas no
metabolismo energético dos crustdceos também sdao encontradas, pois o consumo de energia
aumenta e a atividade das enzimas digestivas diminuem, causando nestes um disturbio
metabolico com alteragdes comportamentais e fisicas (ANESTIS et al., 2008). Outro efeito ¢
sobre o metabolismo dos acidos graxos dos crustdceos que sdo sensiveis ao frio e podem
modificar a sua composicao nas células, diminuindo a propor¢ao de acidos graxos saturados e
levando a um rapido aumento na propor¢ao de acidos graxos insaturados, o que poderia afetar
a fluidez da membrana celular (AZRA et al., 2020a, b; FAN; WANG; WANG, 2019; MENG
etal., 2019; REN et al., 2020).

A alteragdo na membrana celular causada pelo frio ja foi apontada por Schleder et al.
(2017b) que ao utilizarem a alga parda Sargassum filipendula (0,5%) na dieta de L. vannamei
observaram que houve um aumento dos fosfolipidios poli-insaturados e estes estdo

relacionados a uma maior fluidez de membrana e de proteinas relacionadas a defesas
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microbianas. Além disso, Legarda et al. (2021) ao suplementarem U. fasciata (10 g kg ') na
dieta de S. dorsalis encontraram um aumento de aproximadamente 49% do dacido
docosahexaendico (DHA) no tecido muscular dos peixes. Com base nestes estudos, sugere-se
que o aumento dos acidos graxos insaturados pode ser devido a incorporacdo destes na
membrana celular, podendo assim aumentar a fluidez desta e isso poderia explicar, em parte, a
maior resisténcia ao choque térmico nos animais alimentados com dietas suplementadas com
algas.

As algas marinhas, quando usadas em baixos niveis de inclusdo na alimentagao,
podem se comportar como fontes imunoestimulantes ¢ melhorar a resposta imunolégica dos
animais as doengas, o que também ja foi demonstrado com o emprego de probidticos.
(VIDHYA HINDU et al., 2019). Entretanto, quando avaliado a sobrevivéncia dos camardes
alimentados com dietas suplementadas e desafiados com Vibrio parahaemolyticus nao foi
possivel observar um efeito positivo na resisténcia destes. Inclusive, os animais alimentados
com a dieta contendo apenas U. ohnoi obtiveram a maior taxa de mortalidade, demonstrando
diferenga significativa com o grupo controle. Além destes, os animais suplementados com
probidtico também demonstraram maior taxa de mortalidade quando comparado com o grupo
controle. Em contraste a estes resultados, Akbary & Aminikhoei, (2018) observaram que o
uso do extrato de U. rigida nas dietas de L. vannamei melhoraram a resisténcia dos animais
apos o desafio bacteriano com Photobacterium damselae e o mesmo foi verificado no peixe
Pagrus major alimentados com Ulva pertusa e infectados com Photobacterium damselae
subsp. Piscicida (SATOH; NAGAGAWA; KASAHARA, 1987). Resultados divergentes aos
obtidos no presente estudo também foram relatados por varios trabalhos nos quais apontaram
que a utilizagdo de Lactobacillus sp. incrementou a resisténcia dos camardes quando
desafiados com V. harveyi (KONGNUM; HONGPATTARAKERE, 2012; LI et al., 2018;
VIEIRA et al., 2010). Uma explicagdo para estes resultados contraditérios € que os
probidticos sdo influenciados por alguns fatores, como as condi¢des de cultivo, o0 método de
administracdo e a concentracdo, a cepa probiotica e a espécie de peixe ou camarao utilizado
(TOLEDO et al., 2019). E em relagdo aos trabalhos com algas, alguns autores, como Fumanal
et al. (2020), revelaram que a proporc¢do das algas pode influenciar no resultado final, sendo
necessario testar os seus efeitos especificos para cada espécie de animal e formulacao da
dieta, sempre considerando que os seus compostos podem variar nas diferentes espécies de
algas (MARTINEZ-ANTEQUERA et al., 2021). Ademais, os resultados obtidos no presente

estudo, sugerem que o inoculo de V. parahaemolyticus, utilizado na concentragdo de 3 x 108



64

UFC mL™! (obtida em teste prévio de DLso), possa ter sido muito alto, sendo que o grupo
controle obteve 65% de mortalidade, um pouco acima do esperado que seria 50%.

A adicdo de 2% da biomassa seca da alga isoladamente e em conjunto com o
probiotico nas dietas ndo demonstrou diferengas significativas nas contagens de bactérias do
trato intestinal, como BAL, o que indica que ndo houve um efeito prebidtico como esperado.
Também ndo foi observado diferencas estatisticas nos parametros imunologicos avaliados, o
que ¢ condizente ao encontrado em outros estudos (FUMANAL et al., 2020; LOBO et al.,
2018). Além disso, os parametros zootécnicos dos animais alimentados com as dietas
suplementadas nao foram afetados, sugerindo que ndo houve interferéncia de possiveis fatores
antinutricionais presentes na alga, conforme demonstrado em outros trabalhos (BANDARA,
2018; SAEZ et al., 2020; VIZCAINO et al., 2019, 2020).

Apesar de varios estudos apontarem que as algas marinhas e os probioticos exercem
muitos beneficios para a saude dos animais cultivados, existe divergéncias nos resultados
encontrados na literatura. Estas diferencas podem ser devido a variagdo da espécie
consumidora e a sua fisiologia, a macroalga e a cepa probidtica utilizada, o método de
inclusdo, a dosagem de administragdo, o local e a estagdo do ano em que as algas foram
colhidas e a forma de secagem das mesmas (ARAUJO et al., 2016; URIBE et al., 2019;
VATSOS; REBOURS, 2015; VIZCAINO et al., 2019). Nesse contexto, os resultados obtidos
no presente estudo revelam a importancia de avaliar os efeitos do uso das diferentes espécies
de Ulva na alimentacdo dos camardes, sua combinagdo com probidticos e pelo que se sabe,
este ¢ o primeiro relato sobre a inclusdo de U. ohnoi isoladamente e em conjunto com L.

plantarum nas dietas de L. vannamei.

2.2.5 CONCLUSAO

A inclusdo de U. ohnoi na dieta de L. vannamei demonstrou um efeito positivo na
resisténcia ao choque térmico, mas ndo demonstrou prote¢ao contra a infec¢ao causada pelo
V. parahaemolyticus. O uso desta macroalga em conjunto com L. plantarum nas dietas nao
exerceu nenhum efeito sinérgico ou antagdnico no desempenho zootécnico, imunologico e
microbiologico dos animais. Com base nesses resultados, destaca-se a importancia de avaliar
futuramente os efeitos e os mecanismos das diferentes espécies de Ulva em camardes

marinhos.
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3 CONCLUSOES GERAIS

e O carvacrol apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-negativas e

Gram-positivas;

e A possivel agdo antimicrobiana do carvacrol foi mais eficaz contra Vibrio spp.;

e O uso do carvacrol nas concentragdes (1, 3, 4 e 6 mg mL™') na alimentacdo de L.
vannamei nao afetou o desempenho zootécnico, imunoldgico e microbiologico dos

animais;

e A adicdo dietética de carvacrol ndo prejudicou os animais desafiados com V.

parahaemolyticus,

e A inclusdo de U. ohnoi na dieta de L. vannamei demonstrou efeito positivo na
resisténcia ao choque térmico, mas ndo demonstrou protecdo contra a infecgao

causada por V. parahaemolyticus;

e O uso da macroalga em conjunto com o probidtico nas dietas ndo exerceu nenhum
efeito sinérgico ou antagénico no desempenho zootécnico, imunoldgico e

microbioldgico dos animais.
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