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RESUMO

A utilizacdo de medidas profilaticas para prevengdo das doengas tem sido amplamente
investigada nos ultimos anos. A busca por compostos que aumentem a imunocompeténcia dos
animais durante os cultivos ¢ fundamental para o desenvolvimento sustentavel da
carcinicultura. Nesse contexto, plantas do bioma amazonico como agai, buriti e pracaxi, tém
potencial para serem incluidas na dieta de organismos aquaticos devido a sua riqueza em
compostos bioativos com propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias e nutracéuticas. Neste
estudo, avaliou-se o estado imunologico de camardes juvenis Penaeus vannamei alimentados
com ragdo suplementada acrescida de farelo de acai a 4% ou 8% (A4 ou AS8), farelo de buriti
com 4% ou 8% (B4 ou BS8) e farelo de pracaxi com 4% ou 8% (P4 ou P8). Foram realizadas
andlises bioquimicas (parametros hemato-imunologicos) e um desafio viral mediante infec¢ao
sistémica contra o virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV), DLsoi1s5. Os camardes
alimentados com A8 apresentaram melhores condi¢des gerais de imunocompeténcia em
comparacao com os demais tratamentos, possivelmente devido a concentracao de farelo de agai.
Camardes alimentados com B4 e A8 apresentaram maior nimero de células imunocompetentes
circulantes (CTH) e camardes alimentados com P4 e A8 revelaram maior capacidade de
atividade antimicrobiana intermediada pela enzima de melaniza¢dao (PO). Independentemente
do farelo vegetal utilizado na ragdo, os camardes apresentaram maior capacidade aglutinante da
hemolinfa, sugerindo uma melhor capacidade de reconhecer e imobilizar agentes patogénicos.
Curiosamente, a capacidade aglutinante dos eritrdcitos caninos foi mais expressivapara o soro de
animais alimentados por A8 e B8. Em relagdo as bactérias, a patogénica Gram- negativa Vibrio
harveyi, foi mais reconhecida e aglutinada pelo soro dos animais alimentados por A4, B4, B8,
P4 e P8. A outra bactéria patogénica Gram-negativa V. nigripulchritudo, também foi
potencialmente reconhecida e aglutinada pelo soro de animais alimentados com A4,A8 e B4. A
bactéria patogénica Gram-negativa Aeromonas hydrophila foi expressivamente aglutinada pelo
soro dos animais alimentados com AS8. Por outro lado, a aglutinagcdo da bactériaGram-positiva
Microbacterium maritypicum foi superior com o soro dos animais alimentados com A4, B4, B8
e P8, enquanto para a bactéria Gram-positiva C. stationis, a aglutinagao foi mais eficiente com
o soro dos animais alimentados por AS8. Por fim, quanto ao desafio com WSSV, a
suplementagao com farelo de acai a 8% ndo resultou em aumento da sobrevivéncia dos animais
em comparagao ao grupo controle, possivelmente associado a alta carga viral. Emconjunto, os
resultados fornecem novas informagdes sobre a utilizacdo de diferentes plantas do bioma
amazoOnico na alimentacao de camardes, visando melhorar a imunocompeténcia desses animais
e prevenir doengas na carcinicultura.

Palavras-chave: Aqucicultura; Peneideos; compostos bioativos; imunoparametros;
suplementagdo alimentar.



ABSTRACT

The use of prophylactic measures to prevent diseases has been widely investigated in recent
years. The search for compounds that increase the immunocompetence ofanimals duringfarming
is fundamental for the sustainable development of shrimp farming. In this context, plants from
the Amazon biome, such as agai, buriti and pracaxi, have the potential to be includedin the diet of
aquatic organisms due to their richness in bioactive compounds with antioxidant, anti-
inflammatory and nutraceutical properties. This study evaluated the immune status of juvenile
Penaeus vannamei shrimp fed supplemented feed containing 4% or 8% agai flour (Ador AS),
4% or 8% buriti flour (B4 or B8) and 4% or 8% pracaxi flour (P4 or P8). Biochemical analyses
(hemato-immunological parameters) and a viral challenge were carried out by systemic
infection with the White Spot Syndrome Virus (WSSV); DLso/15. Shrimp fed with A8showed
better immunocompetence compared to the other treatments, possibly due to the concentration
of acai flour. Shrimp fed B4 and A8 showed a greater number of circulating immunocompetent
cells (CTH) and shrimp fed P4 and A8 showed a greater capacity for antimicrobial activity
mediated by the melanization enzyme (PO). Regardless of the vegetablemeal used in the feed,
the shrimp showed greater hemolymph binding capacity, suggesting a better ability to recognize
and immobilize pathogens. Interestingly, the agglutination capacity of canine erythrocytes was
more significant for the serum of animals fed with A8 and B8. As for the bacteria, the Gram-
negative pathogenic Vibrio harveyi was more recognized and agglutinated by the serum of
animals fed A4, B4, B8, P4 and P8. The other pathogenic Gram- negative bacterium, V.
nigripulchritudo, was also potentially recognized and agglutinated by the serum of animals fed
A4, A8 and B4. The Gram-negative pathogenic bacterium Aeromonas hydrophila was
significantly agglutinated by the serum of animals fed A8. On the other hand, agglutination of
the Gram-positive bacterium Microbacterium maritypicum was higher with theserum from
animals fed A4, B4, B8 and P8, while for the Gram-positive bacterium C. stationis,agglutination
was more efficient with the serum from animals fed AS8. Finally, when challengedwith WSSV,
supplementation with 8% acai flour did not result in increased survival of the animals compared
to the control group, possibly associated with the high viral load. Taken together, the results
provide new information on the use of different plants from the Amazon biome in shrimp feed,
with the aim of improving the immunocompetence of these animals andpreventing diseases in
shrimp farming.

Keywords: Aquaculture; Penaeid; bioactive compounds; immunoparameters; food
supplementation.
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1 INTRODUCAO GERAL

A aquicultura é um dos setores de producao de alimentos que mais cresce
mundialmente, devido ao desenvolvimento de tecnologias e intensificagdo nos sistemas de
producdo de animais (VERDEGEM et al., 2023). Além disso, o crescimento populacional
requer uma maior demanda por alimentos, de preferéncia mais saudaveis e produzidos com
sustentabilidade, ou seja, causando um menor impacto ambiental. Atualmente, a aquicultura
representa uma das principais alternativas para suprir a demanda de alimento de forma
sustentavel, também chamada de “revolucdo azul’’ (MANSOUR et al., 2022).

O crescimento da aquicultura sofreu um importante impacto decorrente da pandemia
(COVID-19), resultando em uma diminui¢ao de 7% no valor das exportagdes globais em 2020
¢ de uma receita de US$ 151 bilhdes. Mesmo frente a esses desafios, a produgdo de crustaceos
(carcinicultura) atingiu 22,8% da produgdo da aquicultura mundial com uma receita de US$
24,7 bilhdes, o que a coloca como um setor destaque, apds apenas da piscicultura (FAO, 2022).
A carcinicultura mundial produziu, em 2023, cerca de 7,5 milhdes de toneladas, o que permite
suprir uma parcela significativa da demanda de camardes peneideos (principal crustaceo
produzido), considerando ainda que a captura de camardes por pesca comercial tem diminuido
nos ultimos anos (FAQO, 2023).

Os cinco maiores produtores de camardes marinhos em 2020 foram a China, Vietna,
[ndia, Indonésia e Equador, sendo o Brasil o 10° produtor (FAO, 2022). A China produziu 1,86
mil toneladas, ou seja, 32,05% da producdo mundial. A espécie de peneideo mais cultivado
mundialmente € Penaeus vannamei, concentrando 79,43% da sua produ¢ao na Asia e 20,53%
na América latina, e cujos principais mercados consumidores sdo Estados Unidos, Unido
Europeia e Japao (ZHANG et al., 2023). A espécie Penaeus vannamei (Figura 1) ¢ cultivada
em diversas regides do mundo, devido as suas excelentes caracteristicas zootécnicas, como boa
taxa de conversdo alimentar, crescimento vigoroso e alta fecundidade. Além disso, demonstram
tolerancia notavel a altas densidades de estocagem, salinidades extremas e baixas temperaturas,
enquanto se mostram resistentes ao manejo em cativeiro (BRIGGS M., SIMON FUNGE-
SMITH; 2004).
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Figura 1: Exemplar de camarao juvenil Penaeus vannamei

Fonte: Propria do autor.

No Brasil, desde 2016 a produgdo vem crescendo em uma taxa superior a 25% ao ano,
de 60.000 t (2016) para 180.000 t (2023) ocupando o 6° lugar no ranking mundial de camardes
marinhos cultivados (ABCC, 2024). A regido Nordeste lidera a produgdo nacional, com 78,41
mil toneladas produzidos em 2021. As exportagdes, que incluem destinos como o Vietna e os
Estados Unidos, totalizaram US$ 1,34 milhdo em 2022. Apesar de representar apenas 10% do
volume total da aquicultura brasileira, o camarao ¢ a segunda espécie mais valiosa em termos
de producado (22,3%), destacando seu alto valor agregado (XIMENES & VIDAL, 2023). Nos
ultimos anos, o rapido crescimento da carcinicultura e a intensificagdo dos cultivos pode
promover o aumento dos niveis de estresse, debilitando os animais, diminuindo o desempenho
de crescimento e limitando o bem-estar animal, o que pode propiciar o surgimento de doencas

de origem infecciosa. (DAWOOD & KOSHIO, 2016).

Consideracoes sobre as enfermidades na carcinicultura

As respostas de estresse podem comprometer a taxa de crescimento e a qualidade do
camardo produzido, além de surgirem potencialmente doencas infecciosas que impactam o
sucesso da atividade (PAUL; VOGL, 2011). As boas praticas de manejo e de manuteng¢do do
bem-estar animal sdo fundamentais. Contudo, nem sempre as praticas de manejo adotadas nos
cultivos possibilitam um melhor equilibrio do sistema de produgdo, uma vez que as intempéries
climaticas, juntamente com variacdes bruscas na qualidade de &4gua, podem promover a
desregulagdo fisiologica do sistema imune dos camardes, tornando-os particularmente

suscetiveis a doengas.
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No cultivo de peneideos, as viroses e as bacterioses sdo as doengas que mais causam
impacto para a atividade (KIBENGE, 2019; LIGHTNER et al., 2012). No Brasil, dentre os virus
com impacto econdmico destacam-se o virus da sindrome da mancha branca (White spot
syndrome virus ou WSSV) e o virus da mionecrose infecciosa (IMNV) (NEVES, 2018). Ha
registros da presenca de ambos os virus infectando os camardes na produgdo localizada no
Nordeste, enquanto no Sul somente o WSSV. O WSSV ¢ considerado o patégeno mais
importante na carcinicultura mundial, sendo responsavel por afetar drasticamente populagdes
inteiras desde o seu surgimento em 1992 (FLEGEL, 2012; LIGHTNER et al., 2012) e o impacto
do WSSV na producao de P. vannamei no principal pais produtor latino-americano, o Equador,
foi igualmente severo apos o surto da doenga (LUCIEN H., 2017). Estima-se que, desde o seu
surgimento, a sindrome da mancha branca promoveu perdas econdmicas de aproximadamente
8 a 15 milhoes de dolares (LIGHTNER et al., 2012). No estado de Santa Catarina, o WSSV foi
o principal responsavel pela quebra de producdo da carcinicultura cuja produgdo de 4.189 t em
2004 caiu para 284,2 t em 2017 (EPAGRI, 2018). O WSSV ¢ um virus envelopado, de genoma
de DNA de dupla fita circular (305 kpb), que codifica pelo menos 181 proteinas. Este genoma
pertence ao género Whispovirus, que ¢ o Unico representante da familia Nimaviridae, no qual,
este tipo de virus realiza sua replicacao no ntcleo celular (Figura 2) (ESCOBEDO-BONILLA
et al., 2008; LI; WENG:; HE, 2019).

Figura 2: Micrografia eletronica da morfologia de virions do WSSV
@

Nudclescapud Envelepe

Tl hke appendage

Figura 2: (A) Morfologia do virion do virus da sindrome da mancha branca (WSSV). (B) Micrografia eletronica
indicando virions WSSV com apéndice em forma de cauda (setas pretas) (barra =250 nm). Fonte: DURAND
et al., 1996.
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O WSSV ¢ capaz de infectar todos os crustaceos da ordem Decapoda, infectando células
de diversos tecidos (KOU et al., 1998). Os hemocitos, que sdo as células imunocompetentes
dos crustaceos, podem ser infectadas e comprometer o sistema imunolégico do hospedeiro,
desde o inicio do processo infeccioso (WANG, et al. 2002). Durante o cultivo, o canibalismo
entre camardes sadios ¢ doentes potencializa a transmissdo horizontal dessa virose e a infec¢ao
pelo patdgeno pode atingir uma taxa de mortalidade de 100% entre 3 a 10 dias (WU et al., 2001;
OAKEY et al., 2019). Outros fatores, como mudangas bruscas na temperatura da agua de
cultivo, afetam a homeostase da interacao patéogeno e hospedeiro, 0 que promove a infeccao
viral e facilita a replicagdo do virus nos camardes cultivados (NUNES; FEIJO, 2017). Portanto,
torna-se fundamental a adocao de medidas profildticas que promovam o controle de surgimento
de doengas durante o cultivo, visando o fortalecimento da imunocompeténcia dos animais,
tornando-os menos suscetiveis aos patdgenos. Nesse cendrio, a investigagdo dos mecanismos
de defesa dos camardes contra o WSSV e o uso de dietas suplementadas com potenciais
substancias imunoestimulantes surgem como uma importante estratégia na prevengao e/ou

tratamento de doengas.

Consideracoes sobre o sistema imunologico dos crustaceos

O sistema de defesa dos crustaceos ¢ desprovido de sistema imune adaptativo
composto por c€lulas linfociticas clonais (linfocitos T e B), anticorpos e memoéria imunoldgica
a longo prazo. Estes animais dependem da imunidade inata para ativar uma série de mecanismos
celulares e moleculares de defesas para garantir a sua sobrevivéncia. Por isso, a auséncia do
sistema imunologico adaptativo impossibilita a geracdo de vacinas ou terapias baseadas no
reconhecimento especifico de patdogenos por anticorpos, que evitam infec¢des reincidentes
(BUCHMANN, 2014; BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2014). Segue abaixo alguns

mecanismos de defesa celulares mediados pelos hemdcitos (Figura 3).
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Figura 3: Respostas imunologicas induzidas pelos hemocitos dos camardes

Fagocitose e outras
reacoes celulares

Inducio/Repressio de
genes imunolégices

Fonte: Adaptado de BARRACCO, PERAZZOLO e ROSA (2014).

Figura 3. O reconhecimento de microrganismos pelos hemdcitos ocorre, diretamente mediante ligacdo ao
receptor celular ou por uma proteina de reconhecimento-padrdo (PRP), desencadeando respostas simultaneas de
defesa como: a degranulagio/lise celular para a liberacdo de imunoefetores, a fagocitose com a produgéo de
espécies reativas de Oxigénio/Nitrogénio e a modulagio da expressdo de genes associados ao sistema imune.

A primeira barreira de defesa ¢ caracterizada por uma carapaga externa rigida ou
exoesqueleto, atuando como uma barreira fisica, composta por quitina, que também reveste
internamente o trato digestério. Além disso, o trato digestorio secreta enzimas e moléculas,
algumas com atividade antimicrobiana (MCGAW; CURTIS, 2013; SOONTHORNCHAI et al.,
2010). O trato gastrointestinal do camardo consiste em quatro partes principais: intestino
anterior, hepatopancreas, intestino médio e intestino posterior. O intestino anterior ¢ altamente
especializado e responsavel pela digestdo mecanica e extracelular, abrangendo boca, esofago e
estomago. O estdmago estd conectado ao esdfago e a regido central do hepatopancreas. O
intestino médio, um tubo longo, inclui a parte anterior e ceco posterior do intestino médio e
regula 0 movimento do contetido digerido e filtrado, direcionando-o para o hepatopancreas
(FELGENHAUER, 1992; SOONTHORNCHAI et al., 2015). Cabe ressaltar que o
hepatopancreas também desempenha um papel importante na resposta imune dos camardes (JI;
YAO; WANG, 2009).

A maior parte do intestino € protegida por uma cuticula quitinosa que separa o contetido

luminal do epitélio, proporcionando protecdo contra a abrasdo causada pelas particulas
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alimentares. A exce¢do ocorre na regido do intestino médio, onde ha apenas uma membrana
peritrofica quitinosa, que ¢ acelular e porosa. Essa membrana permite a absor¢do seletiva de
nutrientes ¢ ¢ composta por fibrilas associadas a glicoproteinas e proteoglicanas. (MCGAW;
CURTIS, 2013; SOONTHORNCHALI et al., 2015; WANG et al., 2012). Portanto, havendo o
rompimento dessas barreiras fisico-quimicas, os microrganismos adentram a hemocele e sdo
desencadeados processos de reagdes imunologicas para eliminagao dos invasores.

Os processos de reacdes imunoldgicas envolvem o reconhecimento inicial destes
invasores, em decorréncia das proteinas de reconhecimento padrao (PRPs/PRR, em inglés:
pattern recognition proteins/receptors) presentes no plasma ou na superficie das cé€lulas do
hospedeiro. Essas proteinas sdo responsaveis pela ligagdo de diferentes compostos presentes na
superficie dos patdégenos aos hemdcitos, denominado padrdes moleculares associados aos
patogenos (PAMPs, em inglés: pathogen associated molecular patterns). A partir do
reconhecimento destes padrdes, sdo desencadeados diferentes mecanismos de defesa, sendo
atualmente os principais mecanismos reconhecidos em camardes: (1) reconhecimento do nao-
proprio por receptores/proteinas de reconhecimento-padrao (PRRs/PRPs); (2) ativacao de vias
de sinalizagao intracelular; (3) fagocitose, encapsulamento e nodulagdo, associadas a formagao
de armadilhas extracelulares de 4acidos nucleicos (ETOse); (4) produgdao de moléculas
microbicidas, como as espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio e os peptideos
antimicrobianos (PAMs); (5) melanizagdo mediada pelo sistema de ativagdo da pro-
fenoloxidase (proPO), gerando moléculas intermediarias altamente citotoxicas; (6) coagulagao
da hemolinfa mediada por transglutaminases; (7) reconhecimento e aglutinacao celular mediada
pro lectinas e, (8) os sistemas antivirais mediados pela interferéncia por RNA (RNAI), citocinas
interferon-like, apoptose e autofagia (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2014;
KULKARNI et al., 2021).

Esses mecanismos celulares estdo intimamente ligados a hemolinfa. No entanto, estudos
com outros artropodes, como os insetos, demonstram o envolvimento do sistema digestorio na
imunidade do animal. No caso dos crustaceos, ha alguns estudos apontando para esse fato, uma
vez que, o intestino € um importante local de expressdo de genes relacionados ao sistema imune
e conta com a participacdo de hemdcitos infiltrados (SILVEIRA et al., 2018). O aumento da
presenca de patogenos e a reducao de microrganismos benéficos ou comensais no intestino dos
animais, gera uma condicao de alteragdo nas comunidades bacterianas endobiontes, fendmeno
este conhecido por disbiose ou disbacteriose. Geralmente ele estd associado a patogénese em
camardoes (HUANG et al, 2020; CHEN et al., 2017, CORNEJO-GRANADOS et al., 2017,
XIONG et al., 2017).



20

Embora pouco se conhega a respeito da imunidade associada ao intestino dos camardes,
estudos apontam para a participagdo do intestino na sua imunidade, a exemplo dos insetos, seus
parentes terrestres (CAPO; WILSON; DI CARA, 2019). Em estudo realizado pelo nosso grupo,
Silveira et al. (2018) identificou a distribuicdo de transcritos associados a imunidade no trato
gastrointestinal de P. vannamei, o que se sugere a importancia de hemocitos infiltrados na
comunicag¢do sistémica (associada a hemolinfa) e a imunidade epitelial (intestino médio) em
camardes. Depois deste, outros estudos conduzidos pelo nosso grupo demonstraram a
participacdo do epitélio intestinal na produgdo de efetores imunolégicos, como o peptideo
antimicrobiano stylicina (FARIAS et al., 2019). Em uma avaliacdo do perfil transcricional no
intestino médio, foram identificados 30 diferentes genes imunoldgicos diferencialmente
expressos em camardes cultivados em bioflocos e comparados ao cultivo em agua verde
(PILOTTO, et al., 2020). Muito recentemente, um estudo realizado por do Nascimento Ferreira
(2024) evidenciou que a maturagdo dos sistemas de bioflocos afeta tanto a imunidade sistémica
quanto a intestinal dos camardes, como também as suas comunidades bacterianas no intestino
médio. Essas descobertas podem auxiliar a compreender como o ambiente, a imunidade do

camarao e o microbioma bacteriano interagem para prevenir doengas nos cultivos de camardes.

Consideracoes sobre o uso de substancias potencialmente imunoestimulantes na
carcinicultura
O emprego de substancias naturais que potencializem a competéncia imunologica dos
camardes, com o intuito de prevenir doengas nos cultivos, ¢ altamente recomendavel. A
estimulagdo da resposta imune através da suplementagdao dietética tem sido amplamente
investigada na aquicultura como uma estratégia eficaz para aumentar a resisténcia dos animais,
0s quais promovem a ativagdo das células de defesas do sistema inato contra doengas
infecciosas (AZAD et al., 2005; SAKAI 1992). Isso interfere diretamente no sistema imune
dos camardes, melhorando, portanto, a resisténcia dos animais contra possiveis enfermidades.
Compostos microbianos, bem como extratos derivados de algas e plantas, podem auxiliar na
melhora das respostas imunologicas € no aumento da sobrevivéncia de camardes peneideos
mediante infeccdo pelo WSSV (CITARASU et al, 2006; DECLARADOR, 2014;
PALANIKUMAR et al., 2018).
Os imunoestimulantes compreendem um conjunto de substancias naturais € compostos
sintéticos que tém a capacidade de aprimorar os mecanismos de defesa celular e humoral em
animais. Uma variedade extensa de compostos tem sido utilizada como imunoestimulantes para

peixes e camardes, tais como, B-1,3/1,6-glicanas de fungos, lipopolissacarideos (LPS) de
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bactérias Gram-negativas (WONGPRASERT; RUDTANATIP; PRAIBOON, 2014), quitosana
e quitina de artropodes, vitaminas C e E (BARMAN; NEN, 2013), entre outras moléculas.
Nesse contexto, o uso de extratos brutos ou purificados de plantas de origem do bioma
amazonico, como farelo de acai (Euterpe oleraceae), farelo de pracaxi (Pentaclethra
macroloba) e farelo de buriti (Mauritia flexuosa) poderia ser de grande utilidade para a
carcinicultura, devido a presenca de compostos bioativos e propriedades nutracéuticas. O farelo
¢ o produto resultante da moagem da "torta" desidratada obtida a partir do fruto inteiro
(incluindo casca, polpa e semente), que passou por prensagem a frio para extrair o 6leo. Apds
a remocao dos lipideos da polpa do fruto para diversos fins, como na industria cosmética, ¢
possivel obter o farelo a partir das sementes, casca e fibras da polpa (que sdo os residuos). Esse
farelo ¢ entdo utilizado como ingrediente em ragdes. E importante destacar que o
aproveitamento desse subproduto pode contribuir para a eficiéncia na utilizagdo da matéria-
prima. Além disso, o farelo contém uma quantidade significativa de lipideos, bem como
propriedades antioxidantes e outros compostos com potencial efeito imunoestimulante para os
animais. A composi¢cdo desses recursos vegetais e suas propriedades funcionais ja foram
descritas em estudos anteriores e serdo abordadas mais detalhadamente a seguir.

O acai ¢ uma palmeira da familia Arecaceae, comum em areas de planicies no norte
da América do Sul (YAMAGUCHI et al, 2015), incluindo todo o bioma amazdnico. Os frutos
sdo processados por extracdo mecanica da polpa para produgdo de suco e sua polpa e 6leo
podem ser utilizados na industria alimenticia devido ao seu alto valor nutricional (sorvete e
bebidas energéticas), de cosméticos e produtos farmacéuticos (RODRIGUES et al., 2006;
FIGUEIREDO et al., 2022; MONTEIRO et al., 2021). O fruto do agai ¢ considerado uma boa
fonte nutricional pois ¢ rico em vitaminas ¢ minerais, além de apresentar compostos bioativos,
como pigmentos, flavonodides carboidratos, esterdis e acidos graxos (NERI-NUMA et al,
2018). A andlise da composicdo apresenta altos niveis de acidos graxos (6mega 6 e 9),
carboidratos, fibras, vitaminas (A, C, D e E), proteinas, minerais (Mn, Fe, Zn, Cu ¢ Cr) ¢
antioxidantes (BICHARA 2011, 2011; DEMBITSKY et al., 2011; GORDON et al., 2012;
SCHAUSS, 2016). Entre os compostos bioativos encontrados no agai destacam-se os produtos
fendlicos, flavonodides e antocianinas, que possuem, propriedades antioxidantes, anti-
inflamatérias em humanos (SCHAUSS, 2016). Além da agdo antioxidante e anti-inflamatéria
do agai, sdo também relatadas propriedades presentes nos flavondides como efeitos anti-
neurodegenerativos, antimutagénicos e antimicrobianos (NILE; PARK, 2014).

Na aquicultura, os relatos de uso de dietas enriquecidas com produtos do agai ndo sdo

muito frequentes e se concentram poucos trabalhos sobre peixes e camardes, em sua maioria
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sobre o efeito zootécnico e sobre respostas bioquimicas do metabolismo antioxidante
(COLOMBO et al., 2019; MOURA et al., 2022; LEITE et al., 2021; SILVA et al., 2020).
Existem alguns trabalhos com resultados interessantes indicando que a suplementacio
alimentar de camardes com dietas contendo o fruto do acai ou seus derivados podem
desempenhar beneficios aos animais. Em estudo com alimentag@o durante 35 dias com inclusao
de 10% de agai liofilizado na dieta de P. vannamei nao afetou os parametros zootécnicos,
porém, resultou em aumento na composicao de polifenois e flavondides no hepatopancreas e
aumento da capacidade antioxidante desse importante Orgdo frente a radicais livres
(COLOMBO et al., 2019). At¢ o momento, ndo ha relatos de estudos que tenham sido
conduzidos para avaliar a sanidade ou imunidade de P. vannamei usando este fruto.

Outro estudo realizado com lagostins Procambarus clarkii foi observado que dieta
enriquecida com quercetina purificada, um flavonoide presente no agai, proporcionou efeito
imunoprotetor dos animais frente ao desafio com o WSSV (ZHANG et al., 2021). Sabe-se que
outros alcaloides (derivados de Rhizoma coptidis, uma planta tradicional chinesa), demonstrou
induzir o sistema imune inato de carpas e conferiu resisténcia a certas doencas (ZHOU et al.,
2016). Outro componente muito rico encontrado no agai sdo as antocianinas, que sao pigmentos
azuis com potencial efeito quimioprotetor contra células cancerigenas em humanos(FRAGOSO
et al., 2013; ROMUALDO et al., 2015). O efeito das antocianinas derivadas do agai na
aquicultura ainda ndo foi avaliado/descrito. Porém, um estudo com tilapia recebendo dieta
experimental contendo antocianinas derivadas do arroz vermelho, ha relatos de efeito
imunoestimulante e de beneficios no desempenho zootécnico dos peixes (LINH et al., 2022).
Portanto, pode-se inferir que haja beneficios dos bioativos semelhantes, presentes no agai, para
a alimentacdo de organismos aquaticos.

Outro fruto do bioma amazdnico com potencial para utilizagdo na alimentagdo
suplementada para animais aquaticos ¢ o buriti. O buriti (Mauritia flexuosa) ¢ uma palmeira
encontrada principalmente nos biomas amazonico e cerrado, também conhecido como miriti,
coco buriti e palmeira-do-brejo. A planta cresce em pantanos proximos a cursos de agua
permanentes e no topo de montanhas, o que ¢ uma vantagem uma vez que estas areas nao sao
adequadas para outras atividades agricolas (REIS; SCHMIELE, 2019). A polpa do buriti ¢
utilizada pela populagdo local no preparo de sucos, geleias, sorvetes, vinhos e bebidas
fermentadas. Os alimentos e as bebidas feitas com a fruta também sdo vendidos nos mercados
locais, gerando renda para a populagdo e garantindo a manutengao da cultura local  MANHAES
et al., 2015). O 6leo e a polpa do buriti sio comumente utilizados para prevenir e tratar algumas

patologias em humanos, devido as propriedades antimutagénicas, antibacterianas e terapéuticas
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(KOOLEN et al,, 2018; VAN DER HOEK; SOLAS; PENUELA, 2019). Esse fruto possui
importantes bioativos como terpendides, esteroides, tococromandis, acidos organicos, fenolicos
e flavondides, além de apresentar cerca de 20% de contetido lipidico rico em acidos graxos
insaturados, como o 6mega 9 acido oleico (65,6 %) e um alto teor energético (BATAGLION et
al., 2020). Além disso, o buriti contém carotenoides (especialmente o B-Caroteno), flavondides,
acido ascorbico, bem como uma gama de antioxidantes e vitamina A, do complexo B, célcio e
ferro (RAMOS-ESCUDERO et al., 2022).

Na aquicultura, o uso do buriti esta descrito em apenas dois trabalhos na literatura
avaliando a suplementagdo alimentar para camardes, sendo que nenhum deles aborda aspectos
de sanidade ou imunidade. Dietas suplementadas com polpa de buriti (até¢ 10%) resultam em
aumentos na quantidade de carotendides, flavondides no hepatopancreas e misculo, além de
melhorar a capacidade antioxidante em P. vannamei (SIMIAO et al, 2020). Em dieta
suplementada com 6leo de buriti (20%) para alimentagdo do camardo dulcicola Macrobrachium
amazonicum, observou-se maior biomassa final durante o cultivo, indicando afetar
positivamente o desempenho zootécnico da espécie (GUERRA et al., 2019).

Por fim, outra planta do bioma amazdnico com potencial uso para a alimentagao animal,
¢ o pracaxi (Pentaclethra macroloba), nativo do bioma amazdnico e varios paises da América
Central e Caribe (TEIXEIRA, et al.; 2020; VIANA, et al. 2011; DE OLIVEIRA, et al. 2019;
XIMANGO, et al. 2022). As sementes do pracaxi possuem ccompostos bioativos como
flavondides, taninos, saponinas, catequinas, quercetinas, alcaloides e antocianinas (DOS
SANTOS COSTA et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2020). Esses compostos estdo também
presentes em outras plantas e ja foram avaliados como compostos bioativos (isolados) na
suplementagdao alimentar de crustaceos decapodas, havendo relatos de aumento de
sobrevivéncia nas infecgdes virais (ZHANG; XIAO; ZHU, 2021) e bacterianas (BOLIVAR-
RAMIREZ et al., 2022). A Figura 4 ilustra essas plantas do bioma amazdnico.


https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%94mega_9
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Figura 4: Representagdo ilustrativa de espécimes e frutos das plantas de agai, buriti e pracaxi

Figura 4. Espécimes de acai, buriti e pracaxi e seus frutos respectivos: (a-b) acai (Euterpe oleraceae), (c-d)
buriti (Mauritia flexuosa) e (e-f) pracaxi (Pentaclethra macroloba). Fonte: adaptado de MORALIS et al. 2022;
LAMARADO et al. 2023; LAURINDO et al. 2023.

Apesar do seu potencial, até o momento nao ha registros na literatura de estudos sobre
o efeito da suplementacgdo alimentar de camardes P. vannamei com agai, pracaxi e buriti sobre
a imunocompeténcia e resisténcia frente a infecgdes virais. Estudos desta natureza poderdo
contribuir para o controle e prevengao de enfermidades nos cultivos. Para preencher essa lacuna
do conhecimento, o presente estudo, propds avaliar a imunocompeténcia de juvenis P.
vannamei alimentados com dieta suplementada com farelo de agai, buriti e pracaxi, mediante
andlises hemato-imunologicas dos diferentes imunoparametros e o potencial efeito protetor
contra 0 WSSV. Considerando que estes animais ndo podem ser vacinados, a utilizagdo de
compostos bioativos na dieta pode contribuir no desenvolvimento de ferramentas que visem o
controle de enfermidades na carcinicultura. No presente estudo sera inicialmente apresentado a
parte experimental referente a avaliagdo com dietas crescidas de um dos farelos (agai, buriti ou
pracaxi) e, em seguida, enfocando os resultados com as dietas suplementadas somente com agai.

Os resultados deste trabalho serdo submetidos para publicacdo na revista Aquaculture

International (F.1. 2,9).
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1.1 OBJETIVOS

1.2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a imunocompeténcia de camardes juvenis Penaeus vannamei alimentados com

dietas suplementadas com farelo de acai, buriti e pracaxi e seu efeito protetor contra infeccao

pelo Virus da Sindrome da Mancha Branca.

1.3  OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

Avaliar a condicdo geral de imunocompeténcia dos animais apos 30 dias de
suplementagdo alimentar através da contagem total de hemdcitos, atividade da
fenoloxidase, concentragdao de proteinas totais do soro e capacidade aglutinante da
hemolinfa;

Determinar o nivel de inclusdo de farelo de agai, buriti e pracaxi (4% ou 8%) capazde
induzir melhor imunocompeténcia aos camaroes;

Determinar a capacidade aglutinante da hemolinfa contra heméacias de cao ebactérias
marinhas, Gram-positivas (Lactobacillus plantarum, Microbacterium maritypicum e
Corynebacterium stationis) e Gram-negativas (Vibrio nigripulchritudo, Vibrio
harveyi, Vibrio parahaemolyticus e Aeromonas hydrophila);

Avaliar a sobrevivéncia dos camardes desafiados pelo virus da Sindrome daMancha

Branca ap6s suplementagdo alimentar com farelo de agai por 30 dias.

1.4  ESTRUTURA DO TRABALHO

O desenvolvimento deste trabalho estd apresentado na forma de artigo cientifico que

sera submetido a publicacdo na revista Aquaculture International.
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RESUMO

A utilizacdo de medidas profilaticas para prevengdo das doengas tem sido amplamente
investigada nos ultimos anos. A busca por compostos que aumentem a imunocompeténcia dos
animais durante os cultivos ¢ fundamental para o desenvolvimento sustentavel da
carcinicultura. Nesse contexto, plantas do bioma amazonico como agai, buriti e pracaxi, tém
potencial para serem incluidas na dieta de organismos aquaticos devido a sua riqueza em
compostos bioativos com propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias e nutracéuticas. Neste
estudo, avaliou-se o estado imunologico de camardes juvenis Penaeus vannamei alimentados
com ragdo suplementada acrescida de farelo de acai a 4% ou 8% (A4 ou AS), farelo de buriti
com 4% ou 8% (B4 ou BS8) e farelo de pracaxi com 4% ou 8% (P4 ou P8). Foram realizadas
andlises bioquimicas (parametros hemato-imunologicos) e um desafio viral mediante infec¢ao
sistémica contra o virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV), DLsoi1s5. Os camardes
alimentados com A8 apresentaram melhores condi¢des gerais de imunocompeténcia em
comparacao com os demais tratamentos, possivelmente devido a concentracao de farelo de agai.
Camardes alimentados com B4 e A8 apresentaram maior nimero de células imunocompetentes
circulantes (CTH) e camardes alimentados com P4 e A8 revelaram maior capacidade de
atividade antimicrobiana intermediada pela enzima de melanizacao (PO). Independentemente
do farelo vegetal utilizado na ragdo, os camardes apresentaram maior capacidade aglutinante da
hemolinfa, sugerindo uma melhor capacidade de reconhecer e imobilizar agentes patogénicos.
Curiosamente, a capacidade aglutinante dos eritrocitos caninos foi mais expressivapara o soro de
animais alimentados por A8 e B8. Em relagdo as bactérias, a patogénica Gram- negativa Vibrio
harveyi, foi mais reconhecida e aglutinada pelo soro dos animais alimentados por A4, B4, BS,
P4 e P8. A outra bactéria patogénica Gram-negativa V. nigripulchritudo, também foi
potencialmente reconhecida e aglutinada pelo soro de animais alimentados com A4,A8 e B4. A
bactéria patogénica Gram-negativa Aderomonas hydrophila foi expressivamente aglutinada pelo
soro dos animais alimentados com AS8. Por outro lado, a aglutinagcdo da bactériaGram-positiva
Microbacterium maritypicum foi superior com o soro dos animais alimentados com A4, B4, B8
e P8, enquanto para a bactéria Gram-positiva C. stationis, a aglutinagao foi mais eficiente com
o soro dos animais alimentados por AS8. Por fim, quanto ao desafio com WSSV, a
suplementagao com farelo de acai a 8% nao resultou em aumento da sobrevivéncia dos animais
em comparagao ao grupo controle, possivelmente associado a alta carga viral. Emconjunto, os
resultados fornecem novas informagdes sobre a utilizacdo de diferentes plantas do bioma
amazonico na alimentacao de camardes, visando melhorar a imunocompeténcia desses animais
e prevenir doengas na carcinicultura.

Palavras-chave: Peneideos; compostos bioativos; imunoparametros; suplementacao alimentar.
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2.1 INTRODUCAO

A aquicultura é um dos setores de producao de alimentos que mais cresce
mundialmente, devido ao desenvolvimento de tecnologias e intensificagdo nos sistemas de
producdo de animais (VERDEGEM et al., 2023). Atualmente, a aquicultura representa uma das
principais alternativas para suprir a demanda de alimento de forma sustentavel, também
chamada de “revolucao azul”” (MANSOUR et al., 2022). A espécie Penaeus vannamei &
cultivada em diversas regioes do mundo, devido as suas excelentes caracteristicas zootécnicas,
como boa taxa de conversdo alimentar, crescimento vigoroso e alta fecundidade (BRIGGS M.,
SIMON FUNGE-SMITH; 2004). O equilibrio em sistemas aquaticos € sensivel e as intempéries
climaticas, juntamente com variagdes bruscas na qualidade de agua, podem levar a deplegao do
sistema imune dos camardes, tornando-os particularmente suscetiveis a doengas que impactam
o sucesso da atividade (PAUL; VOGL, 2011).

No cultivo de peneideos, as viroses € as bacterioses sao as principais doengas que mais
impactam e comprometem economicamente a atividade (KIBENGE, 2019; LIGHTNER et al.,
2012). O virus da sindrome da mancha branca (White spot syndrome virus ou WSSV) ¢
considerado o patdégeno mais importante na carcinicultura mundial, sendo responsavel por
afetar drasticamente populagdes inteiras desde o seu surgimento em 1992 (FLEGEL, 2012;
LIGHTNER et al., 2012) e ¢ capaz de infectar todos os crustaceos da ordem Decapoda,
infectando células de diversos tecidos (KOU et al., 1998). Quanto as bacterioses, todos os
crustaceos aquaticos sao susceptiveis a infec¢ao pelos vibrios. Perdas substanciais de produgao
sdo frequentemente observadas como consequéncia de surtos de vibrioses € doengas como a
doenca da necrose hepatopancredtica aguda (AHPND), que tém afetado a producao de
comercial de camardes, como por exemplo, Penaeus monodon e Penaeus vannamei
(SCHRYVER et al., 2014).

Para se protegerem, os camardes contam apenas com uma imunidade inata capaz de
ativar uma série de mecanismos celulares e moleculares de defesa. Os principais mecanismos
atualmente reconhecidos sdo: (1) reconhecimento do ndo-proprio por receptores/proteinas de
reconhecimento-padrdo (PRRs/PRPs); (2) ativagdo de vias de sinaliza¢do intracelular; (3)
fagocitose, encapsulamento e nodulagdo, associadas a formagao de armadilhas extracelulares
de acidos nucleicos (ETOse); (4) producdo de moléculas microbicidas, como as espécies
reativas de oxigénio e de nitrogénio e os peptideos antimicrobianos (PAMs); (5) melanizacao
mediada pelo sistema de ativagdo da pro-fenoloxidase (proPO), gerando moléculas

intermedidrias altamente citotoxicas; (6) coagulacio da hemolinfa mediada por
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transglutaminases; (7) reconhecimento e aglutinacdo celular mediada pro lectinas e, (8) os
sistemas antivirais mediados pela interferéncia por RNA (RNAI), citocinas interferon-like,
apoptose e autofagia (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2014; KULKARNI et al., 2021).
A auséncia de um sistema imune adaptativo impossibilita o uso de vacinas ou terapias baseadas
no reconhecimento especifico de patdogenos que evitem infecgdes reincidentes emcamardes
(BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2014; BUCHMANN, 2014). Assim, torna-se
fundamental a ado¢do de medidas profilaticas que promovam o controle de surgimento de
doengas durante o cultivo, bem como o uso de substancia imunoestimulantes que aumentem a
imunocompeténcia dos animais, tornando-os menos suscetiveis aos patdgenos. Nesse cenario,
o uso de ingredientes nas ragdes na forma de extratos brutos ou purificados de plantas, como as
de origem do bioma amazonico, sdo de potencial interesse para a carcinicultura brasileira. Nesse
cendrio, destaca-se a adicdo farelo de plantas do bioma amazodnico, como acai (Euterpe
oleraceae), pracaxi (Pentaclethra macroloba) ou e buriti (Mauritia flexuosa) devido a presenga
de compostos bioativos e propriedades nutrac€uticas reconhecidas. O fruto do acai ¢
considerado uma boa fonte nutricional pois ¢ rico em vitaminas € minerais, além de apresentar
compostos bioativos, como pigmentos, flavondides carboidratos, esterdis e acidos graxos
(NERI-NUMA et al., 2018). A analise da composi¢ao apresenta altos niveis de acidos graxos
(6mega 6 e 9), carboidratos, fibras, vitaminas (A, C, D e E), proteinas, minerais (Mn, Fe, Zn,
Cu e Cr) e antioxidantes (BICHARA & ROGEZ, 2011; DEMBITSKY et al., 2011; SCHAUSS,
2011; GORDON et al., 2012). Dentre os compostos bioativos encontrados no agai destacam-se
os produtos fenodlicos, flavondides e antocianinas, que possuem, propriedades antioxidantes,
anti-inflamatoérias em humanos (SCHAUSS, 2016). Além da agdo antioxidante e anti-
inflamatoria do acgai, sdo também relatadas propriedades presentes nos flavonoides como efeitos
anti-neurodegenerativos, antimutagénicos e antimicrobianos (NILE; PARK, 2014).

Apesar do potencial imunoestimulante destes ingredientes, ndo ha até o momento
registros na literatura de estudos sobre o efeito da suplementagdo alimentar de camardes P.
vannamei com agai, pracaxi e buriti sobre a imunocompeténcia e resisténcia frente a infec¢des
virais. Para preencher essa lacuna do conhecimento, o presente estudo, propds avaliar a
imunocompeténcia de juvenis P. vannamei alimentados com dieta suplementada com farelo de
acai, buriti e pracaxi, mediante analises hemato-imunologicas dos diferentes imunoparametros
e o potencial efeito protetor do farelo de acai contra o WSSV. Estudos desta natureza poderiam

contribuir para o controle e prevencao de enfermidades nos cultivos.
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2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Animais e delineamento experimental

Camardes juvenis de Penaeus vannamei de ambos 0s sexos, aparentemente saudaveis e
em estagio de intermuda, foram utilizados nesse estudo. Os animais foram gentilmente cedidos
pelo Laboratério de Camardes Marinhos (LCM/UFSC) e transportados para o setor de aquarios
do Laboratorio de Imunologia aplicada a Aquicultura (LIAA/UFSC). Dois experimentos foram
conduzidos, utilizando-se 210 animais (15 + 2,4 g) no Experimento 1 (item 2.2.2) e 120
animais (7 = 1 g) no Experimento 2 (item 2.2.3). Os camardes foram aleatoriamente alocados
em aquarios de 40 L (10 animais/aquario), preenchidos com 25 L de 4gua marinha artificial (35
g/L de salinidade; Blue Treasure Aquarium Sea Salt ®), dispostos em sistemas de recirculagao
fechada de 4gua e totalmente independentes entre si (sala de pré-infecc¢ao e sala de infecgao).

Ao longo dos experimentos, os seguintes parametros de qualidade de 4gua foram
monitorados regularmente: salinidade (g.L™"), pH, temperatura (°C), e alcalinidade (CaCO3 mg.
L), amonia total (mg. L) e nitrito (N-NO2 mg. L) (LINDHOLM-LEHTO, 2023). A
temperatura (28°C) e a aeragdo da dgua foram mantidos constantes durante os experimentos.
Os animais foram alimentados duas vezes ao dia (manha e noite) com fornecimento de 3 % da
biomassa viva. O delineamento experimental foi constituido de dois experimentos, como

detalhado a seguir (Figuras 5 ¢ 6).
2.2.2 Experimento 1: definicio das melhores concentracoes dos ingredientes nasracgoes

Inicialmente um experimento foi realizado para definir as melhores concentragdes dos
ingredientes nas racdes suplementadas (farelos de pracaxi, buriti ou agai, 4 e 8%) capaz de
induzir melhor imunocompeténcia nos animais. As ragdes suplementadas foram produzidas
pela Industria e comércio de alimentos desidratados Alcon® Ltda, tendo como base a ragdo
Nano Shrimp Stick e os ingredientes vegetais foram fornecidos pela empresa Prospera Nutri®,
de forma também a serem isocaloricas e isoprotéicas. As recomendacdes nutricionais minimas
estabelecidas para dietas de P. vannamei seguiram as diretrizes da International Aquaculture
Feed Formulation Database (IAFFD), levando também em consideragao o cultivo de camardes
em sistemas de recirculagdo de dgua (RAS, Recirculating Aquaculture System)
(EMERENCIANO et al., 2022). Ap6s um periodo de aclimatagdo de sete dias no LIAA, os
animais foram divididos em sete grupos experimentais, em triplicata (10

animais/réplica/tratamento; 30 animais/grupo), como segue: grupo C (racdo controle: Nano
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Shrimp Stick); A4 (ragdo suplementada com farelo de acai a 4%); A8 (ra¢do suplementada com
farelo de acai a 8%); B4 (ragdo suplementada com farelo de buriti a 4%); B8 (racao
suplementada com farelo de buriti a 8%); P4 (ra¢ao suplementada com farelo de pracaxi a 4%);
P8 (racdo suplementada com farelo de pracaxi a 8%). A composi¢ao nutricional das diferentes
racdes experimentais estd apresentada pela Tabela 1. As unidades experimentais foram
organizadas em triplicata (n = 30/tratamento) e os animais alimentados por 30 dias. A avalia¢ao
do ganho de peso corporal foi feita mediante peso inicial (Dia 1) e peso final (Dia 30). O

esquema desta etapa experimental estd apresentado pela Figura S.

Figura 5: Delineamento do Experimento 1
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=30 ACLIMATACAO SUPLEMENTACAO ALIMENTAR
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(n = 30) Parametros hemato—imunologicos

(PO, CP, CA, CTH)

22 s
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Dia 0: inicio da alimentagdo (30 dias) com racdo sem suplementacio (grupo experimental C) ou suplementada
com farelo de agai a 4% (A4) ou 8% (A8); ra¢do suplementada com farelo de buriti a 4% (B4) ou 8% (B8); raco
suplementada com farelo de pracaxi a 4% (P4) ou 8% (P8). Dia 30: Coleta de hemolinfa e obtenc¢do do soro para
as analises dos imunoparametros: PO: atividade da fenoloxidase; CP: concentracdo de proteinas totais da
hemolinfa; CA: capacidade aglutinante da hemolinfa; CTH: contagem total de hemaocitos.
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Tabela 1: Composicao centesimal das diferentes racdes experimentais

Ragao Umidade (%) PB (%) EE (%) MF (%) MM (%) EM (kcal/’kg)
C 7,68 35,20 5,62 2,42 7,94 3.522
A4 7,78 34,24 7,13 2,93 7,78 3.616
A8 7,57 33,27 8,66 3,43 7,63 3.688
B4 7,95 34,09 5,69 4,53 7,82 3.472
B8 7,89 32,99 5,77 6,64 7,71 3.399
P4 7,92 34,84 6,43 3,31 7,79 3.560
P8 7,84 34,47 7,26 4,20 7,63 3.576

C (Alcon Shrimp Nano Stick — rag@o base oferecida ao grupo controle); A4 (Alcon Shrimp Nano Stick acrescida
de 4% de farelo de acai; A8 (Alcon Shrimp Nano Stick acrescida de 8% de farelo de agai); B4 (Alcon Shrimp
Nano Stick acrescida de 4% de farelo de buriti); B8 (Alcon Shrimp Nano Stick acrescida de 8% de farelo de buriti);
P4 (Alcon Shrimp Nano Stick acrescida de 4% de farelo de pracaxi); P8 (Alcon Shrimp Nano Stick acrescida de
8% de farelo de pracaxi). PB (Proteina bruta), EE (Extrato etéreo), MF (Matéria fibrosa), MM (Material mineral),
EM (Energia metabolizavel).

2.2.3  Experimento 2: avaliacio da imunocompeténcia dos camardes alimentados com

dieta suplementada com farelo de acai (8%) e desafiados com WSSV

Com base nos resultados obtidos no Experimento 1 (item 2.2), foi conduzido o segundo
experimento ou Experimento 2 (Figura 6) que avaliou mais especificamente a
imunocompéncia de camardes alimentados com racdo A8 e seu efeito protetor contra uma
infecgdo sistémica pelo WSSV. Apo6s a aclimatagdo dos animais, os mesmos foram
aleatoriamente  divididos em dois grupos experimentais, em triplicata (10
animais/réplica/tratamento; 30 animais/grupo). Os animais foram alimentados por 20 dias com
uma das ra¢des experimentais: C (Alcon Shrimp Nano Stick): racao sem suplementacdo com
farelo de acai e A8 (Alcon Shrimp Nano Stick - Acai 8%): racdo suplementada com farelo de
acai a 8%. No 20° dia da suplementacdo, uma parte dos camardes (n = 30/grupo) de cada grupo
foi sacrificado por hipotermia para coleta de hemolinfa (3 pools de 3-5 animais/tratamento)
para analises dos imunoparametros (abaixo detalhado a metodologia).

Os animais ndo coletados no 20° dia, permaneceram no sistema por mais 10 dias (n=
30/grupo) e foram desafiados com indculo de WSSV no 30° dia (item 2.4), por meio de injecao
intramuscular com solugdo viral (100 ul, dilui¢io 4x10®), capaz de matar 50% dos animais em
15 dias, correspondendo a uma DLsois. O periodo inicial de 30 dias de suplementagdo foi
definido como pré-desafio viral, cujo objetivo foi avaliar no 20° dia o potencial de
imunocompeténcia dos camardes suplementados com 8% farelo de acai, independentemente da
infec¢do por WSSV. Apods o desafio, a alimentacdo foi continuada por mais 15 dias e a
mortalidade monitorada cinco vezes ao dia, afim de retirar os animais mortos para evitar a
disseminagdo do virus na dgua e uma possivel reinfeccdo vertical. Os aquarios foram

desconectados do sistema de recirculagdo fechada e a dgua renovada a 30% do volume/dia.
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Apds o término dos experimentos, a 4gua e o material utilizado (aquarios, mangueiras, etc.)
foram desinfetados por hipercloracdo com didxido de cloro (Dioxiplus® a 3 mg/mL), por 24 a
48 horas, seguindo as recomendagdes do fabricante. Todos os camardes infectados foram
anestesiados através de choque hipotérmico (banho de gelo de 10 minutos) e autoclavados para

o descarte definitivo. Detalhes do desenho experimental esta apresentado na Figura 6.

Infeccio WSSV

Figura 6: Delineamento do Experimento 2
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Dia 0: inicio da alimentagdo (30 dias) com racdo sem suplementagio (grupo experimental C) ou suplementada
com farelo de acai a 8% (AS8). Dia 20: Coleta de hemolinfa e obtengdo do soro para as analises dos
imunoparametros: PO: atividade da fenoloxidase; CP: concentragio de proteinas totais da hemolinfa; CA:
capacidade aglutinante da hemolinfa; CTH: contagem total de hemocitos. Dia 30: infecgdo com WSSV (DLsy), a
taxa de sobrevivéncia foi verificada apos infecgdo experimental até o 45° dia.

2.3  AVALIACAO DOS PARAMETROS HEMATO-IMUNOLOGICOS

Os imunoparametros celulares e humorais realizados foram comparados entre o grupo
controle e os grupos experimentais, sendo eles: contagem total de hemodcitos (CTH),
concentracdo total de proteinas séricas (CP), atividade da fenoloxidase (PO) e titulo de
aglutina¢do da hemolinfa (CA) (adaptado de PERAZZOLO et al. 2002; CANTELLI et al. 2019;
PILOTTO et al. 2019).

2.3.1 Coleta de Hemolinfa e obtenciao do Soro

A hemolinfa foi coletada na parte ventral do camardo, utilizando-se seringas resfriadas
(1 ml), contendo ou ndo uma solucdo anticoagulante MAS (Solugdo de Alsever Modificada,
336 mM NaCl, 115 mM glicose, 27 mM de s6dio, 9 mM EDTA, pH 7,2) acrescida de 4% de

formaldeido. A coleta foi feita em 3 pools de 3 animais por tratamento, respeitando a propor¢ao
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minima de 1:2 (hemolinfa: MAS-formol) e utilizada para a Contagem Total de Hemocitos
(CTH) (item 2.4.4). Paralelamente, outros animais de cada tratamento (3 pools de 5 animais por
tratamento) foram amostrados para a obtengdo do soro, a partir de hemolinfa coletada sem
anticoagulante e deixada coagular por 1,5 horas em temperatura ambiente. O coagulo formado
foi macerado com bastdo de vidro e a mistura centrifugada repetidamente a 6.000 xg por 10
min, a 4 °C. O precipitado foi entdo descartado, o sobrenadante aliquotado e congelado a —20
°C para uso posterior e avaliar a atividade da fenoloxidase (item 2.3.2), a concentracdao de

proteinas totais (item 2.3.2) e a capacidade aglutinante (item 2.3.3).

2.3.2 Atividade da fenoloxidase (PO) e concentracido de proteinas totais (CP)

A atividade da enzima PO de cada pool/ de amostras foi avaliada com 50 pL de soro
diluido 15 x em TBS-PO (50 mM Tris, 330 mM NaCl, 5 mM CaCl2, 10 mM MgCI2, pH 7,4)
depositados em microplacas de fundo chato e em presenga de 50 pL de tripsina (1 mg/mL, em
agua ultrapura). Apés 5 min de incubagdo a 20 °C, igual volume do substrato enzimatico
LDOPA (3 mg. mL™, em 4gua ultrapura) foi adicionado e a formagio do pigmento vermelho
coral DOPA-cromo foi quantificada em leitora de microplaca a A=490 nm (Multileitora Infinite
M200 TECAN), nos tempos 0, 5 e 10 min. A atividade da PO foi expressa pela variagdo da
absorbancia por minuto por miligrama de proteina, onde uma unidade da atividade enzimatica
corresponde ao aumento de 0,001 na absorbancia por minuto e por miligrama de proteina
(SODERHALL; HALL, 1984). A concentragdo de proteinas totais da hemolinfa rrepresentada
por cada pool de amostras, foi determinada pelo método de ensaio do acido bicinchoninico, Kit
Pierce BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific), utilizando albumina de soro bovino
(BSA) como proteina-padrdo. Utilizou-se o protocolo para microplacas, preconizado pelo
fabricante. Para tal, foi utilizado soro diluido 1.000 x e a absorbancia mensurada em leitora de
microplacas (Multileitora Infinite M200 TECAN) a A= 562 nm. Os ensaios foram realizados
em quintuplicatas (PO) ou triplicatas (CP).

2.3.3  Capacidade aglutinante da hemolinfa (CA) contra eritrocitos caninos e bactérias
marinhas

A capacidade aglutinante da hemolinfa dos animais de cada grupo experimental foi
avaliada seguindo o protocolo descrito em (DO NASCIMENTO FERREIRA et al., 2024). A
titulagdo de lectinas/aglutininas na hemolinfa dos camardes foi avaliada em cada pool de

amostras, utilizando-se 50 pl de soro depositados em microplacas de 96 pogos (fundo em “U”),
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sendo serialmente diluido em tampao TBS-Lec (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM CaCl2,
5mM MgCl,, pH 7,4). As amostras foram incubadas com igual volume de uma suspensio de
eritrocitos de cdo (2%), por 1,5 h a 20 °C, em camera umida e, nos pogos controle, o soro foi
substituido por tampao. O titulo aglutinante natural do soro foi expresso como o reciproco da
maior dilui¢do ainda capaz de apresentar aglutinacdo. A capacidade aglutinante da hemolinfa
contra diferentes microrganismos de cada grupo experimental foi avaliada através da incubagao
do soro (50 puL) com uma das solucdes de bactérias inativadas a seguir: (I) Gram-negativas:
Vibrio nigripulchritudo CIP 103195, Aeromonas hydrophila ATCC 7966 e V. harveyi ATCC
14126, Vibrio parahaemolyticus 10C 18950 e (II) Gram-positivas: Lactobacillus plantarum,
Mycrobacterium maritypicum CPl 105733, Corynebacterium (= Brevibacterium) stationis
ATCC 14403 (adaptado de DO NASCIMENTO FERREIRA et al., 2024).

Inicialmente, as bactérias foram cultivadas em meio LB-NaCl (1 % peptona, 0,5 %
extrato de levedura, 3 % NaCl, pH 7,4) ou meio LB (2% peptona, 1% extrato de levedura, pH
7,4) por 12 h a 20°C ou 30°C sob agitacao constante (120 rpm). Posteriormente, as bactérias
foram inativadas por tratamento térmico em 70°C durante 1 hora. Em seguida, as solugdes
bacterianas foram lavadas trés vezes com TBS-lectina (50 mM Tris, 5 mM MgCl,, 10 mM
CaCl, e 330 mM NaCl, pH 7,4) por centrifugacdo a 2.000 xg por 10 min a 20°C. A fim de
avaliar a efetividade da inativacao, aliquotas de cada cultura bacteriana foram submetidas a um
novo crescimento. Apos confirmacdo da inativagdo a concentracdo bacteriana foi ajustada a
uma densidade optica de 2,0 (DOgoonm; espectrofotdmetro WPA®) e utilizada nos ensaios de
aglutinagdo. Para isso, 50 puL de soro (diluido 10x) foram serialmente diluidos em TBS-lectina,
utilizando microplacas de 96 pogos (fundo em “U”), e incubados com mesmo volume de uma
das suspensdes bacterianas, ou TBS-lectina (controle negativo), por 2 h a temperatura ambiente.
O titulo aglutinante foi observado em microscopio invertido (Axiovert 25®) e foi expresso
como Log> do reciproco da maior dilui¢do ainda capaz de aglutinar. Todos os ensaios foram

realizados em duplicatas.

2.3.4 Contagem total de hemocitos (CTH)

Aliquotas de hemolinfa (coletadas diretamente em MAS-formol) de cada pool/ de
animais/condi¢do foram diluidas (5 ou 10 x) em MAS-formol para realizar a contagem de
hemocitos em camara de Neubauer, utilizando o campo de contagem para leucocitos (BECAK;

PAULETE, 1976). Todos os ensaios foram realizados em triplicatas.
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2.4 PREPARO DO INOCULO VIRAL E DESAFIO SISTEMICO

Todos os experimentos utilizando a forma infectante do WSSV foram feitos no LIAA,
respeitando a legislagdo local vigente quanto as normas de seguranga preconizadas pela
CIDASC (Companhia Integrada de Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina). O in6culo
viral foi preparado a partir de musculos de camardes sabiamente infectados com WSSV por
Nested-PCR, segundo descrito em PILOTTO et al. (2018). As aliquotas (1 mL) foram
armazenadas em ultrafreezer (-80 °C) e em nitrogénio liquido (-196 °C), sendo uma parte
utilizada para a determinagdo prévia da dose letal, capaz de matar cerca de 50% dos animais

(DL50) no periodo de 15 dias (MESLIN; KAPLAN; KOPROWSKI, 1996).

2.5  DESEMPENHO ZOOTECNICO

No experimento 1 a pesagem dos animais foi realizada somente no inicio e no final do
experimento. No experimento 2 a pesagem foi realizada semanalmente, a conversao alimentar
obtida a partir da quantidade de alimento ofertado, considerando o ganho de peso. Os

parametros utilizados para as andlises foram os seguintes:

1. Meédia do peso inicial (g): peso inicial (g) / nimero inicial de camardes;

2. Meédia do peso final (g): peso final (g) / nimero final de camardes;

3. Ganho de peso (g): peso final (g) — peso inicial (g);

4. Ganho de peso semanal (g/semana™): [peso final (g) — peso inicial (g)] / tempo
(semana);

5. Fator de conversao alimentar (FCR): alimento ofertado (g) / ganho de peso (g);

6. Sobrevivéncia (%): (nimero final de camardes / nimero inicial de camardes) % 100.

(SILVA et al., 2020; PRATES; E. 2021; SANT’ANNA, M. 2021).

2.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos referentes aos pardmetros hemato-imunolégicos foram considerados
diferencas estatisticamente significativas com p < 0,05, usando o teste ANOVA de uma via com
post-hoc de Tukey (PO, CP e CTH) ou o teste Kruskal-Wallis com post-hoc de Dunn (CA).Os
dados estdo apresentados em graficos com todos os tratamentos em comparagdo com ANOV A
de uma via em relagdo ao grupo controle. Os pardmetros zootécnicos foram aplicadosteste

ANOVA de uma via com post-hoc em Dunnet ou Tukey, p <0,05.
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2.7 RESULTADOS
2.7.1 Experimento 1: definicdo das melhores concentracoes dos ingredientes nas racoes
2.7.2 Parametros de qualidade da agua

Os diferentes parametros de qualidade de 4gua foram mensurados ao longo dos 30 diasde
suplementagdo alimentar dos camardes e os valores médios estdo apresentados na (Tabela2). A
concentra¢cdo média de amonia total no sistema foi de 1,95 + 1,20 mg. mL™!, registrando-se,
contudo, um importante pico de eleva¢do no 8° dia (4 mg. mL™) equivalente ao pico de 0,051
mg. mL' de amonia toxica e 14° dia (2,75 mg. mL™"), que foi imediatamente corrigidomediante
renovacao semanal de 30% do volume de dgua do sistema. Quanto a concentragdao de nitrito,
esta manteve-se estavel apresentando um valor médio de 2,46 + 0,35 mg. mL™!, apesar de
também ter havido um leve pico deste composto nitrogenado no 24° dia do cultivo(3 mg. mL"
1 (dados niio mostrados). Seguido ao aumento da amdnia e nitrito, registrou-se uma diminuigéo
na alcalinidade da 4gua no 17° dia (70 mg CaCOs.L"), que foi corrigida para22° dia (120 mg
CaCOs.L"), coma adigdio de 12 g/L diario de NaHCO:s ao sistema, este pardmetro é considerado

ideal entre 100 a 140 mg L' de CaCO; (HERNANDEZ, 2000). Os demais parametros de

qualidade de dgua (salinidade, pH e temperatura) mantiveram-se com menores variagoes.

Tabela 2: Variaveis de pardmetros de qualidade de dgua durante o
periodo de alimentagdo de 30dias em sistema de recirculagdo de dgua

Parametros Média e desvio padrao
Amonia total (mg.L™") 1,90 £ 1,2
Nitrito (N-NO, — mg.L™") 2,46 £0,33
Alcalinidade (mg CaCOs.L™") 116,25 + 45
Salinidade (g/L) 34,90 + 0,29
pH 7,65+ 0,42
Temperatura (°C) 28+ 0

Média + desvio padrio das variaveis de qualidade da agua apos 30 dias de
suplementacdo alimentar de juvenisde Penaeus vannamei em sistema de
recirculacdo de dgua (RAS).

2.7.3 Os animais alimentados de B8 e P4 obtiveram melhores indices de desempenho

zootécnico

Os parametros zootécnicos avaliados foram ganho de peso e taxa de sobrevivéncia dos
animais alimentados com as ragdes suplementadas. Os pardmetros zootécnicos foram diferentes
estatisticamente para os tratamentos B8 e P4, na qual, o grupo B8 apresentou maior média de

peso final (18,23 + 3,46 g), ganho de peso (2,58 + 0,79 g) e 100% sobrevivéncia. Animais do
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grupo P4 também tiveram alta taxa sobrevivéncia (93 = 1,15 %) e maior ganho de peso (1,29 +
0,43 g) em relagdo ao grupo controle (Tabela 3). Valores negativos na média de peso final
foram registrados nos grupos C, B4 e P8, associados as taxas de mortalidade de 17 a 30% nestes
grupos. Em relagdo a taxa de sobrevivéncia, em quase todos os tratamentos foram registradas
mortalidades, exceto, no grupo B8 que ndo se registrou mortalidade durante os 30 dias de
suplementagdo alimentar. O consumo alimentar ao longo do experimento foi completo em
relacdo a oferta (3-4% da biomassa viva por dia), o que indica que as ragdes eram altamente
palataveis. Observou-se que os camardes consumiram o alimento dentro de 20 minutos apos a

oferta.

Tabela 3: Desempenho zootécnico de juvenis Penaeus vannamei no experimento 1

Tratamentos Variaveis

Média peso inicial (g) Média peso final (g) Ganho de peso (g) Sobrevivéncia (%)

C 15,54 3,05 14,78 = 2,45 0,74+ 0.87 83+ 1,12
Ad 14,16 + 2,02 14,91 +2,43 0,74 + 0,46 83+ 1,15
A8 15,21 +2,04 15,78 + 2,26 0,57 + 0,47 83+ 1,15
B4 16,64 + 2,20 15,76 + 3,60 0,89 + 2,84 83 + 1,53
B8 15,65 + 1,65 18,23 + 3,46 * 2,58 +£0,79 * 100 *
P4 12,89 + 2,05 14,18 + 2,62 1,29 0,43 * 93+ 1,15 *
P8 14,87 +2,78 12,45 +2,94 2424128 70 + 1,73

Tabela 3. Média + desvio padrdo dos pardmetros zootécnicos apds 30 dias de alimentac@o experimental de
juvenis de Penaeus vannamei com diferentes dietas experimentais, ragdo sem suplementacdo (C), ragdo
suplementada com farelo de acai a 4% (A4) ou a 8% (A8), ragdo suplementada com farelo de buriti a 4% (B4)ou
a 8% (B8), ragdo suplementada com farelo de pracaxi a 4% (P4) ou a 8% (P8). *p < 0,05.

2.7.4 Alguns parametros hemato-imunolégicos diferiram em funcio da suplementacio

alimentar

Diferentes parametros hemato-imunologicos foram avaliados nos animais alimentados
com as ragdes suplementadas com plantas do bioma amazonico. A atividade da fenoloxidase
(PO), concentracdo proteica (CP) e a capacidade aglutinante da hemolinfa representam
respostas imune-humorais, enquanto a contagem de hemdcitos totais (CTH), se caracteriza
como uma resposta celular. Apds o periodo de 30 dias de suplementacdo alimentar, apenas dois
imunoparametros se alteraram em fun¢do da suplementag¢do: PO e CTH (Figura 7). Camardes
alimentados com racdo acrescida de buriti a 4% (B4) apresentaram uma quantidade de
hemdcitos circulantes 1,42x vezes superior (41,2 £+ 4,1 x 10° cel.ml™!) aos animais do grupo
controle (29 + 4,4 x 10° cel.ml'), recebendo ragdo nio suplementada (Figura 7A). J4, os
animais de todos os outros grupos ndo apresentaram alteragdo para esse imunoparametro. Por

outro lado, animais que receberam ragdo suplementada com pracaxi a 4% (P4) apresentaram a
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atividade da enzima associada a melanizagdo, a fenoloxidase (PO) 1,63x vezes superior (144,90
+ 17,80 U/min/mg) ao grupo controle (88,80 + 24,70 U/min/mg), como apresentado na Figura
7B. J4, nos outros grupos nao foi registrada alteracdo nesse imunoparametro. A concentracao
de proteinas totais do soro apresentou valores similares entre os grupos, nao havendo diferencas

significativas entre os tratamentos, como demonstrado na Figura 7C.

Figura 7: Parametros hemato-imunoloégicos em juvenis de Penaeus vannamei alimentados com ragao
suplementada com ingredientes de plantas do bioma amazonico
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Figura 7. A: Contagem Totais de hemocitos (CTH); B: atividade da fenoloxidase (PO); C: concentragdo de
proteinas totais do soro (CP). Os camardes foram alimentados por 30 dias com ragdo suplementada com farelo
de acai a 4% (A4), ou 8% (AS8), farelo de buriti a 4% (B4) ou 8% (B8), farelo de pracaxi a 4% (P4) ou 8% (P8),
rac@o sem suplementagio (C, grupo controle). As barras representam a média + desvio padrdo. *p <0,05 (n =3
pools de 4 animais/ tratamento).

Em relacdao a capacidade aglutinante da hemolinfa, os animais dos grupos A8 e B8
apresentaram uma maior capacidade de reconhecimento e aglutinagdao de eritrocitos caninos
(aglutinante de 49.152x), que os animais alimentados com ragdo ndo suplementada, cujo titulo
foi significativamente inferior (24.576%) (Figura 8A). Quando o alvo foi bactérias marinhas,
em especial a Gram-positiva comensal Microbacterium maritypicum, foi particularmente
aglutinada pelos soros dos animais de quatro tratamentos cujos titulos foram estatisticamente
superiores em A4 (1.536x e 3.072x), B4 (3072x e 6144x%), (B8 (6.144x ¢ 12.288x%;) ¢ P8
(3.072x), comparado aquele dos animais controle (84x e 768%) (Fig. 8B). De maneira
interessante, a bactéria oportunista patogénica, Vibrio nigripulchritudo, foi mais reconhecida e
aglutinada pelo soro dos camardes alimentados com ragdo acrescida de 4% de agai (A4 =
3072x) ou buriti (B4 = 6.144x) e 8% de farelo de acai (A8 = 12.288x e 24.576x), em relacao
ao titulo baixo registrado nos animais controle (768x) (Figura 8C). Contudo, em relagdo a outra
bactéria vibrionacea, patogénica oportunista, Vibrio harveyi, o soro dos camardes dos grupos
suplementados, A4 (384x e 768x), B4 (384x e 768%), B8 (192x e 384x), P4 (1.536% ¢768x) e
P8 (384x e 768x) apresentaram titulos aglutinantes significativamente maiores aquelesdo grupo
controle (96x e 192x) (Fig. 8D). Curiosamente, a aglutinagdo da bactéria Gram- negativa

Aeromonas hydrophila, um conhecido patdégeno de peixes, ndo foi diferencialmente
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reconhecida ou aglutinada pelo soro dos camardes recebendo suplementagdo alimentar (Figura
8E). E, finalmente, ndo se observou aglutinacdo por nenhum dos soros avaliados, da bactéria

comensal do intestino de camardes, a Gram-positiva Lactobacillus plantarum.

Figura 8: Capacidade aglutinante da hemolinfa de juvenis de Penaeus vannamei alimentados com
ragdes suplementadas com ingredientes de plantas do bioma amazonico
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Figura 8. A: Eritrocitos caninos, B: Bactéria marinha Gram-positiva Microbacterium maritypicum; C: Bactéria
marinha Gram-negativa Vibrio nigripulchritudo, D: Bactéria marinha Gram-negativa Vibrio harveyi; E:
Bactéria marinha Gram-negativa Aeromonas hydrophila. Os camardes foram alimentados por 30 dias com ragdo
suplementada com 4% de farelo de acai (A4) ou 8% (AS8), farelo de buriti a 4% (B4) ou 8% (BS8), 4% de farelo
de pracaxi (P4) ou 8% (P8), racdo sem suplementacéo (C, grupo controle). As barras representam a média £
desvio padréo. *p <0,05 (n = 3 pools de 4 animais/ tratamento).
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2.7.5 Experimento 2: avaliacio da imunocompeténcia de camardes alimentados com

dieta suplementada com farelo de acai 8% e infectados por WSSV

2.7.6 Parametros de qualidade de agua

Os diferentes parametros de qualidade de 4gua foram mensurados ao longo dos 20 dias

de suplementagdo alimentar dos camardes e os valores médios estao apresentados na Tabela 4.



41

Os parametros de qualidade de dgua apresentaram menores variagdes quando comparado ao
Experimento 1. A alcalinidade (171 + 18,10 mg. L"), o pH (8,0 £ 0,19), a amonia total (0,25 +
0,31 mg. L), a temperatura (28 £ 0 °C) e a salinidade (35 + 0,19 g/L), mantiveram-se
constantes ao longo do experimento. Contudo, observou-se um pico de nitrito (5 mg. L) logo
no 1° dia do experimento, porém esse valor decaiu para 2,20 = 0,90 mg. L™ a partir do 4° dia
(Figura 9), os valores encontrados para estes parametros estavam na faixa 6tima para o bem-

estar animal.

Figura 9: Variagao dos niveis de amoénia total e nitrito durante a suplementacdo alimentar dejuvenis
Penaeus vannamei em sistema de recirculagdo de agua fechado
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Tabela 4: Varidveis de parametros de qualidade de 4gua em sistema de recirculagdo de dgua fechado

Parametros Média e desvio padriao
Amonia total (mg.L™") 0,25+ 0,31
Nitrito (N-NO> — mg.L™) 2,20 £0,89
Alcalinidade (mg CACOs.L™") 171,0+ 18,10
Salinidade (g/L) 35+0,19
pH 8,0+0,19
Temperatura (°C) 28+ 0

Tabela 4. Média + desvio padrao das variaveis de qualidade da dgua ap6s 20 dias de suplementagao
alimentarde juvenis de Penaeus vannamei em sistema de recirculacdo de agua (RAS).

2.7.7 O desempenho zootécnico dos camardes foi similar entre os tratamentos

Neste segundo experimento, foram avaliados os parametros zootécnicos com biometrias
semanais, peso inicial, ganho de peso (peso final), sobrevivéncia e fator de conversao alimentar.

Nenhuma mortalidade foi registrada nos tratamentos e ndo houve diferenga entre os diferentes
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parametros avaliados, como apresentado na Tabela 5. Confirmando o observado anteriormente,
o consumo alimentar ao longo do experimento foi total ao ofertado (3-4% da biomassa
viva/diario) e a conversdo alimentar apresentou uma tendéncia em ser menor pelos animais

alimentados de ragdo suplementada com farelo de acai a 8% em relagdo ao grupo controle.

Tabela 5: Desempenho zootécnico de juvenis Penaeus vannamei

Tratamentos
Parametros zootécnicos

Controle A8
Meédia peso inicial (g) 7,20+ 0,6 7,05+0,5
Meédia peso final (g) 8,37+0,3 8,24 +0,1
Ganho de peso (g) 1,17 £0,56 1,19 £0,43

Sobrevivéncia (%) 100 100

Ganho de peso semanal (g) 0,39+0,2 0,4+0,1

FCA 5,86 £4,6 4,52+22

Tabela 5. Média + desvio padréo dos parametros zootécnicos apos 20 dias de suplementagdo alimentar de
juvenis de Penaeus vannamei com ra¢do sem suplementagio (C) ou suplementada com farelo de acai a 8% (AS8).
FCA (Fator de conversdo alimentar).

2.7.8 A suplementaciio alimentar com 8% de farelo acai estimulou algumas respostas

hemato-imunoldégicos nos camaroes

Apenas dois dos imunoparametros avaliados se alteraram em fungao da suplementagao
alimentar com farelo de acgai (A8). Neste grupo, o niumero de células imunocompetentes
circulantes foi cerca de 1,6 x superior (CTH = 56,10 + 1,9 x 10° cel.ml"') ao CTH dos animais
do grupo controle (35,20 = 14,40 x 10 cel.mI'') (Fig. 10A). Igualmente, registrou-se um
aumento expressivo de 2,7 x na atividade da fenoloxidase no soro dos animais alimentados com
farelo de acai a 8% (A8) (PO = 88,60 £ 26,30 U/min/mg), comparado ao grupo sem
suplementagdo (32,9 + 15,9 U/min/mg) (Fig. 10C). J4, a concentracdo de proteinas totais da
hemolinfa mostrou-se similar entre os animais do tratamento suplementado (CP = 138,90 +

22,0 mg. mL™) e do grupo controle (CP = 116,30 + 20,40 mg. mL™") (Figura 10B).
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Figura 10: Avaliacdo de diferentes pardmetros hemato-imunologicos em juvenis de Penaecusvannamei
alimentados com ragdo suplementada com 8% de farelo de agai
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Figura 10. A: Contagem totais de hemdcitos (CTH); B: Concentracédo de proteinas totais do soro (CP); C:
Atividade da fenoloxidase (PO). Os camardes foram alimentados por 20 dias com ra¢do suplementada comfarelo
de acai a 8% (A8) e ragdo sem suplementacdo (C, grupo controle). As barras representam a média + desvio
padrdo. *p <0,05 (n =3 pools de 4 animais/ tratamento).

\

Quanto a capacidade aglutinante da hemolinfa contra diferentes bactérias marinhas,
apenas trés espécies foram diferencialmente reconhecidas e aglutinadas pelo soro dos animais
recebendo ragdo suplementada. Foram elas: Corynebacterium stationis, Vibrio nigripulchritudo
e Aeromonas hydrophila. Os camardes alimentados com ragao suplementada com farelo de acai
a 8% (A8), foram capazes de reconhecer e aglutinar de forma bastante expressiva a bactéria ndo
patogénica Gram-positiva, C. stationis (titulo aglutinante 24.576x% e 12.288%) em relagdo ao
grupo que nao recebeu suplementagdo alimentar, cujo titulo foi muito inferior (384% e 768x)
(Figura 11A). Em relacdo a vibrionacea potencialmente patogénica para camardes, V.
nigripulchritudo, o grupo suplementado com farelo de acai a 8%, A8 (24.576x e 12.288x)
apresentou diferengas em relagao ao grupo C (6144x e 3072x) (Figura 11B). J4, para a bactéria
patogénica Gram-negativa Aeromonas hydrophila, o grupo A8 (49.152x%) apresentou diferencas
estatisticas para o ndo suplementado (6.144x e 12.288%) (Figura 11C). As demais bactérias
avaliadas, a Gram-positiva ndo patogénica M. maritypicum € as potencialmente patogénicas
Gram-negativas V. parahaemolyticus e V. harveyi nao foram diferencialmente aglutinadas pelo
soro dos animais A8 e C (Figuras 11D, E e F). Novamente aqui, a bactéria Gram-positiva
Lactobacillus plantarum ndo foi reconhecida, nem aglutinada pelo soro de nenhum animal

avaliado.
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Figura 11: Capacidade aglutinante da hemolinfa de Penaeus vannamei contra diferentes bactérias

marinhas
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Figura 11. A: Bactéria marinha Gram-positiva Corynebacterium stationis, B: Bactéria marinha Gram-negativa
Vibrio nigripulchritudo; C: Bactéria marinha Gram-negativa Aeromonas hydrophila; D: Bactéria marinha Gram-
positiva Microbacterium maritypicum; E: Bactéria marinha Gram-negativa Vibrio parahaemolyticus; F: Bactéria

marinha Gram-negativa Vibrio harveyi. Os camardes foram alimentados por 20 dias com racéo suplementada
com 8% de farelo de acai (A8) e de racdo sem suplementacéo (C, grupo controle). As barras representam a
média + desvio padrao. *p <0,05 (n = 3 pools de 4 animais/ tratamento).

2.7.9 A suplementacio alimentar com farelo de acai a 8% nio promoveu aumento na

sobrevivéncia dos camardes frente ao desafio sistémico por WSSV

Nao foram observadas diferengas entre os animais alimentados com ragao suplementada
com farelo de acai a 8% (A8) em rela¢do ao grupo controle. Os animais alimentados com farelo
de acai a 8% e o grupo controle apresentaram a mesma taxa de sobrevivéncia (44%), apds 20
dias de desafio viral. Cerca de metade dos animais (56%) de cada tratamento morreram, com
mortalidade iniciando a partir de 72 horas da infeccdo sistémica com uma DLso15 (WSSV)

(Figura 12).
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Figura 12: Taxa de sobrevivéncia (%) de camardes juvenis (Penaeus vannamei), alimentados por 30
dias com ragdo suplementada com farelo de agai a 8% (A8) ou ragdo ndo suplementada (C, controle) e
infectados com indculo de WSSV (4x107®) correspondente a DL50/15. A suplementago alimentar foi
continuada ao longo de 20dias e a sobrevivéncia monitorada diariamente.
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2.8 DISCUSSAO

A utilizacdo de medidas profilaticas que visem a prevencao de enfermidades na
carcinicultura ¢ altamente desejavel e recomendado. O uso de substancias potencialmente
imunoestimulantes ¢ uma alternativa que pode promover o fortalecimento do sistema
imunologico dos animais, especialmente por meio da suplementagdo dietética com compostos
naturais, de origem vegetal (SAKALI et al. 1992; AZAD et al., 2005). Os camardes cultivados
em diferentes sistemas de producao interagem com diferentes microrganismos presentes no
ambiente aquatico. A exposi¢ao a condi¢des de estresse afetado por diferentes agentes bidticos
e abioticos, pode promover a desequilibrio do sistema imunolégico do hospedeiro, tornando-o
mais suscetivel as doencas. Assim, a manutengcdo do equilibrio no sistema de producao,
alinhado as boas condi¢des de manejo, qualidade de 4dgua, nutricdo e bem-estar animal, sdo
fundamentais para a sustentabilidade da atividade.

No presente estudo, as condi¢des gerais de imunocompeténcia de camardes juvenis P.
vannamei alimentados com dieta suplementada com ingredientes de plantas do bioma
amazonico em concentragdes de 4 e 8% [racdo suplementada com farelo de acai (A4 ou AS8),
buriti (B4 ou B8) ou pracaxi (P4 ou P8)] foi avaliada em dois experimentos independentes (30
e 20 dias, respectivamente Experimento 1 e Experimento 2), mediante andlises hemato-
imunoldgicas (imunoparametros) e da taxa de sobrevivéncia a um desafio sistémico pelo WSSV
(DL50/15). Durante a suplementacdo alimentar, diferentes pardmetros zootécnicos e de

qualidade de 4gua foram também avaliados e as interagdes entre os resultados obtidos serdo
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aqui discutidos.

De maneira geral, os resultados obtidos no Experimento 1 indicam que as
suplementagdes dietéticas de trés tratamentos induziram melhores respostas imunologicas nos
camardes (A8 = suplementacdo com farelo de acai 8%, B4 = farelo de buriti 4% ¢ P4 = farelo
de pracaxi 4%). Camarodes do grupo A8 apresentaram melhor capacidade de reconhecimento e
aglutinacdo tanto de eritrdcitos caninos como de bactérias Gram-negativas potencialmente
patogénicas para camardes, V. nigripulchritudo. Assim, esse grupo foi escolhido para novas
analises no Experimento 2. Efetivamente, nas analises subsequentes animais A8 apresentaram
melhores condigdes gerais de imunocompeténcia que no experimento anterior, com o aumento
do numero total de hemdcitos circulantes na hemolinfa (CTH), maior atividade da fenoloxidase
(PO), maior capacidade aglutinante de bactérias Gram-positiva Corynebacterium stationis e das
Gram-negativas V. nigripulchritudo, A. hydrophila.

Emrelacao a qualidade da agua, observou-se uma maior variagao nos niveis de amonia
total e na alcalinidade da agua no Experimento 1 em relagdo ao Experimento 2, com registros
de picos de amdnia total no 8° dia (4 mg. mL™) e no 14° dia (2,75 mg. mL™") do experimento,
registrando-se no momento de maior pico aproximadamente 0,051 mg. mL"! de aménia toxica.
O nivel de toxicidade da amonia total ¢ influenciado pelo pH, salinidade e temperatura da agua
(ZHAO et al., 2020) e, em alguns momentos, os niveis de amonia aproximaram-se do limite
maximo da concentrag¢do considerada como segura para camardes marinhos (0,06 mg/L de NH3)
(KUBITZA, 2017). No 17° dia de cultivo, a alcalinidade da agua esteve inferior (70 mg
CaCO3.L") a taxa ideal estabelecida para a espécie (100 a 140 mg. L' de CaCO3)
(HERNANDEZ, 2000). J4, os niveis de nitrito mantiveram-se estaveis (2,46 + 0,35 mg. mL™)
e muito abaixo do limite méximo, considerado seguro para camardes em ambiente marinho (7,6
mg. mL™) (KUBITZA, 2017). Cabe salientar que, no primeiro experimento, todos os aquarios
do sistema de recirculacdo de agua fechado estavam com animais (seis tratamentos € um
controle) e esta grande quantidade de animais deve ter sobrecarregado o sistema, alterando
momentaneamente alguns parametros da agua. Contudo, assim que os problemas foram
detectados, os mesmos foram solucionados por meio da renovacdo parcial de dgua (30%
semanalmente, até o final do experimento) e recomposicdo da alcalinidade a cada dois dias
utilizando bicarbonato de sddio (NaHCOs), como recomendado por Furtado (2011). Esse fato
provavelmente contribuiu para a mortalidade registrada nos tratamentos (C, A4, A8, B4, P4,
P8) e influenciada pelos niveis de amonia elevados no 8° dia (4 mg/L), e 14° dia (2,75 mg. mL"
1), como também pela diminuigdo da alcalinidade no 17° dia (70 mg CaCO3.L"). Por outro

lado, os camardes sobreviventes mantiveram-se aparentemente pouco alterados
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fisiologicamente, o que possibilitou a continuidade do experimento e as andlises subsequentes.
Na aquicultura uma das solu¢des para manutencao da qualidade de 4gua ¢ o desenvolvimento
de sistemas de aquicultura recirculantes (RAS, do inglés RecirculatingAquaculture Systems)
(MALONE & PFEIFFER 2006; VERDEGEM et al.,, 2006). Diferentemente dos sistemas
tradicionais de cultivo, o RAS ¢ projetado para remover particulase converter amdnia toxica
em nitrato menos toxico e, assim, minimizar as trocas de agua(MARTINS et al. 2010). Os
sistemas de aquicultura recirculantes t€ém a capacidade detransformar de forma eficaz os
residuos metabdlicos do camardo, como a amonia € o nitrito, emnitrato de baixa toxicidade,
mantendo assim a amoOnia e o nitrito em niveis seguros para acriagdo de camardes. O
desequilibrio na relacdo carbono/nitrogénio pode inibir o crescimento das bactérias
nitrificantes, visto que a nitrificagdo no biofiltro ¢ principalmente realizada porbactérias
nitrificantes autotroficas (CHEN et al., 2020). Além disso, pode-se promover ummaior
controle sobre o ambiente e melhorar as condigdes sanitarias que sdo particularmente
importantes durante as fases iniciais de larvas ou juvenis de vdarias espécies de peixes e
crustaceos (SUMMERFELT et al. 2009; TAL et al. 2009). Porém, em relagao aos dados obtidos
em nosso estudo, o desequilibrio da relacdo carbono/nitrogénio comprometeu o processo de
nitrificacdo, o que afetou sobre os niveis dos compostos nitrogenados e estes fatores abioticos
podem afetar a fisiologia e as condi¢des gerais imunologicas dos animais na primeira semana
do experimento. Entretanto, o experimento prosseguiu por mais trés semanas, teoricamente,
permitindo a recuperacao dos animais, uma vez que nao foram observadas alteragdes
comportamentais significativas ao longo do restante do experimento.

No caso de cultivos em bioflocos as condi¢des ideais dos parametros de qualidade de
dgua sdo pH (6,8-8,0), amonia total e nitrito (< 1,0 mg. L) e alcalinidade (> 100 mg. L)
(EMERENCIANO et al., 2017). Em estudo realizado durante 7 dias com camardes juvenis
(5.51£0.21 g), o nivel de 2 mg. mL™!' de amodnia promoveu reduc¢do da taxa de sobrevivéncia
de camardes P. vannamei e afetou a saude intestinal do camardo, danificando a morfologia da
mucosa e interferindo na homeostase da comunidade fisioldgica, microbiana e do metabolismo
(DUAN et al., 2024). Esses fatores de desequilibrio na qualidade de 4gua foram superados no
Experimento 1 e mantidos sob condi¢des constantes no Experimento 2, o que possibilitou
obtermos resultados mais fidedignos sobre a imunoocmpeténcia dos camardes juvenis do grupo
AS8.

Os parametros zootécnicos de ganho de peso (Experimento 1) possivelmente foram

negativamente influenciados pela alteragdo nos pardmetros de qualidade de 4gua anteriormente

mencionados, uma vez que houve mortalidade em todos os grupos, com exce¢ao do B8. Apesar
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disso, vale ressaltar que os animais apresentaram um 6timo consumo alimentar, em que as
racdes eram rapidamente consumidas, em torno de 20 minutos, denotando sua alta
palatabilidade. Entre os tratamentos observou-se que animais alimentados com B8
apresentaram uma maior média de peso final, ganho de peso e sobrevivéncia, como também
maior sobrevivéncia e ganho de peso dos animais alimentados com pracaxi a 4% (P4) em
relagdo aos outros tratamentos.

Em relacdo aos pardmetros zootécnicos dos animais no Experimento 2, ndo houve
diferenga no ganho de peso dos animais em funcdo da dieta suplementada com farelo de agai
8%. O consumo alimentar foi similar ao observado no Experimento 1, sem residuos de sobra
de racdo apos 20 minutos da oferta. Em estudo com inclusdo de diferentes niveis de acai
liofilizado (Euterpe oleraceae) durante 43 dias de alimentacdo de camardes juvenis P.
vannamei, foram observados que a inclusdo de 10% do agai liofilizado pode ser uma alternativa
na substituicado do 6leo de peixe sem afetar o desempenho zootécnico (SILVA et al., 2020).
Outro estudo com peixes ornamentais Heros severus e Pterophyllum scalare, durante a
alimentacdo com inclusdo de 6leo essencial de acai por 30 dias na fase de pos larva,
proporcionou resultados positivos para parametros zootécnicos como o comprimento final,
ganho de comprimento, taxa de crescimento especifica para comprimento, peso final, ganho de
peso, taxa de crescimento especifica para peso e lote uniformidade de peso para ambas as
espécies de peixes, apos inclusdo de 2,48% e 0,88% na dieta alimentar (MOURA et al., 2022).
Portanto, estudos futuros merecem ser realizados com maior tempo de suplementagao alimentar
para avaliar efetivamente o ganho de peso dos camardes (por exemplo, 3 meses de cultivo).

Em relagdo as andlises hemato-imunologicas, nossos resultados no Experimento 1
demonstraram que camardes alimentados com racdo suplementada com farelo de ingredientes
amazonicos, especialmente B4, levou a um aumento de 1,42x vezes superior na quantidade de
células imunocompetentes (hemocitos) na circulagdo da hemolinfa dos animais (CTH), quando
comparado com os animais alimentados sem suplementagdo. No entanto, apds realizagao do
experimento 2, foi observada a diferenga entre os animais alimentados com A8 em 1,6x superior
o niimero de células imunocompetentes na circulagdo da hemolinfa em relacdo aos animais
alimentados sem suplementacdo. Sabe-se que fatores ambientais estressores para os camardes
durante a producdo, podem influenciar no hemograma de camardes (do Nascimento Ferreira et
al. 2024). Neste sentido, maior quantidade de células imunocompetentes, como a induzida pelo
tratamento A8, pode representar uma melhor condi¢do imunoldgica durante os cultivos.

Os mecanismos de efetores imunolégicos podem ser desencadeados a partir do

reconhecimento de patdgenos realizado por proteinas de reconhecimento padrao, PRPs/PRR,
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como a ativacdo do sistema de ativacao da pro-fenoloxidase (proPO). No sistema proPO sao
gerados produtos intermedidrios como as quinonas que sao altamente citotoxicos e atacam os
patoégenos invasores (AMPARYUP et al., 2013). No Experimento 1, a maior atividade da
enzima fenoloxidase (PO) foi dos animais alimentados com dieta acrescida de 4% de farelo de
pracaxi (P4) e observada uma pequena tendéncia para os animais alimentados da dieta acrescida
com 8% de farelo de agai (A8). Porém, no Experimento 2 os animais A8 registraram um
aumento expressivo (3x) na atividade da PO, em relacdo aos animais ndo suplementados.
Embora ndo existam estudos comparativos desses componentes vegetais na alimentacdo, a
suplementagao com polissacarideos sulfatados (PS) registrou valores superiores na atividade da
enzima fenoloxidase, quando os organismos foram alimentados com uma dieta enriquecida com
polissacarideos sulfatados de Gracilaria birdiae durante 32 dias (CANTELLI et al., 2019). No
entanto, esses valores de atividade da enzima para animais alimentados com o farelo de agai a
8%, também foram similares quando comparados a camardes juvenis P. vannamei alimentados
com dieta suplementada por 20 dias com extrato seco da cianobactéria Arthrospira platensis
(PILOTTO et al., 2019). Baseado nestes dados, foi observada uma maior atividade da PO na
dieta com A8, o que proporcionou aumento da imunocompeténcia dos camaroes.

Quanto a capacidade aglutinante da hemolinfa, observou-se maior capacidade
aglutinante da hemolinfa contra eritrocitos caninos do soro dos animais A8 ¢ B8. Este resultado
esta associado provavelmente a presenca de compostos bioativos presentes no agai € no buriti,
0 que resultou numa maior capacidade de reconhecimento e aglutinagdo de células sanguineas
0 que seria interessante no futuro, investigar sobre essa hipdtese. Dentre os compostos bioativos
encontrados no agai propriedades presentes nos flavonoides como efeitos anti-
neurodegenerativos, antimutagénicos e antimicrobianos, ja forma descritos em humanos
(NILE; PARK, 2014). O buriti também esta presente importantes bioativos como terpendides,
esterdides, tococromanois, acidos organicos, fendlicos e flavondides (BATAGLION et al.
2020). O que de fato, estas substancias podem aumentar a capacidade de reconhecimento das
aglutininas e diferentes lectinas, que sdo proteinas de reconhecimento padrdao que reconhecem
e ligam-se especificamente a carboidratos presentes na superficie de diferentes microrganismos,
promovendo a aglutinacdo. As lectinas desempenham uma série de mecanismos imunoldgicos
inatos, os quais, como ativa¢do da profenoloxidase, cascatas de sinalizagcdo para ativacdo de
peptideos antimicrobianos, induc¢do de fagocitose ligando-se a patdogenos e agindo como uma
opsonina (LIU et al., 2020).

A capacidade aglutinante da hemolinfa dos camardes recebendo suplementacdo

alimentar com ingredientes amazonicos também foi investigada contra bactérias marinhas,
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potencialmente patogénicas para camardo (Vibrio nigripulchritudo, Vibrio harveyi, Vibrio
parahaemolyticus) e comensais ndo patogénicas, Gram-positivas (Microbacterium
maritypicum ¢ Corynebacterium stationis). No Experimento 1, o soro dos animais dos grupos
A4, A8 e B4 foi mais capaz de reconhecer e aglutinar a bactéria patogénica Gram-negativa
Vibrio nigripulchritudo. Esse fato pode estar associado a inducdo e produgdo em maior
quantidade de lectinas/aglutininas na hemolinfa capazes de reconhecer e eliminar potenciais
patogenos bacterianos Gram-negativos. A bactéria Gram-negativa Vibrio nigripulchritudo, esta
associada a mortalidade pela sindrome de verdo em P. japonicus (GOARANT et al., 2006),
causadora de vibriose e pode causar mortalidades também em P. vannamei (KAWATO et al.,
2018). No bacterioma intestinal de camardes peneideos também estdo presentes numerosas
espécies de vibrios (MORALES-COVARRUBIAS et al., 2018); (PERAZZOLO et al., 2023).
Os camardes podem ser vulneraveis a certas cepas de vibrios, que podem promover infecgdes
durante condi¢des adversas como disbiose e estresse durante o cultivo (BIN et al. 2022). Tendo
em vista isso, foi avaliada a capacidade aglutinate da hemolinfa contra a bactéria Gram-negativa
Vibrio harveyi e observou-se maior capacidade aglutinante da hemolinfa para os animais
alimentados com A4, B4, B8, P4 ¢ P8 em relacdo aos animais nao suplementados. No entanto,
para o grupo A8, observou-se uma tendéncia de aglutinagdo em ambos os resultados nos dois
experimentos. E importante destacar o aumento da imunocompeténcia dos camardes em relagio
ao Vibrio harveyi, pois essa espécie apresenta cepas identificadas como agentes causadores da
doenca de necrose hepatopancreatica aguda (AHPND), juntamente com V. paraemolyticus e
outras espécies, em P. vannamei (MUTHUKRISHNAN et al, 2019). J4, a capacidade
aglutinante contra bactérias Gram-positivas, a bactéria Gram-positiva Microbacterium
maritypicum, houve maior capacidade aglutinante pelo soro dos animais alimentados de racao
suplementada com A4, B4, B8 ¢ P8. Essa bactéria est4 associada ao microbioma de Crassostrea
virginica (CHAUHAN et al., 2013).

Quanto a capacidade aglutinante da hemolinfa contra bactérias marinhas Gram-
positivas e Gram-negativas do Experimento 2, foram observadas diferengas na capacidade
aglutinante do soro dos animais alimentados com dieta suplementada com 8% de farelo de acai
(A8) contra a bactéria Gram-negativa Vibrio nigripulchritudo, o que corrobora com o resultado
do primeiro experimento. Entretanto, para bactéria Vibrio harveyi novamente a suplementagao
com A8 ndo levou a uma maior capacidade de aglutinacdo desse potencial patdogeno.

Outra bactéria Gram-negativa avaliada foi Aeromonas hydrophila e os resultados
revelaram que os animais alimentados com racdo acrescida de 8% de farelo de acai (AS8)

apresentaram maior capacidade aglutinante da hemolinfa em relagdo ao grupo nao
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suplementado, diferente do experimento 1 em que ndo houve diferenca para este pardmetro.
Esta bactéria ¢ patogénica para peixes, porém, ha primeiros relatos de incidéncia comopatégeno
bacteriano para camardes P. vannamei criados em agua doce na China (ZHOU et al.,2019).
Outros estudos revelaram que uso de extrato de ervas como Acorus calamus, Indigofera
aspalathoides, Coleus aromaticus, Thymus vulgaris e Trifolium pannonicum, revelaram ser
eficientes para inibir in-vitro a patogenicidade de Aeromonas hydrophila (BHUVANESWARY
et al., 2006; HANIFFA et al., 2012; AL LAHAM et al., 2014; TURKER et al., 2009). Como
também, na utilizacdo oral de extratos de ervas como Allium sativum, Epilobium hirsutum,
Panax quinquefolium, e Toona sinensis, podem promover o aumento de resisténcia a infec¢des
em peixes (NYA et al., 2009; PAKRAVAN et al.,, 2012; ABDEL-TAWWAB et al., 2012; WU
et al., 2010). Esses compostos extraidos de ervas relatados na literatura podem promover agao
antibiotica e que os farelos destas frutas podem potencialmente ter alguma acao antimicrobiana
potencializada em comparagdo a estes derivados vegetais. Ja para a bactéria Gram-positiva
Lactobacillus plantarum nao foram observadas nenhuma aglutinagdo em ambos experimentos,
em razao de ser um probidtico bastante utilizado e ndo haver relatos na literatura sobre sua
patogenicidade. Enquanto para a bactéria Gram-positiva Corynebacterium stationis, a
capacidade aglutinante da hemolinfa de animais alimentados de ragdo acrescida com 8% de
farelo de acai (A8) foi maior em relagdao aos animais ndo suplementados. Esta bactéria como
também Microbacterium maritypicum sem relatos sobre patogenicidade na aquicultura.
Portanto, estas diferencas foram reveladas para diferentes células-alvo, conforme a
especificidade de cada bactéria.

Quanto ao desafio viral, ndo houveram diferencas na sobrevivéncia entre os animais
infectados alimentados de ragdo acrescida com 8% de farelo de acai (A8) em relagdo aos
animais alimentados com rag¢do nao suplementada. Possivelmente, associado a dilui¢cao do
indculo viral (4x10®), tendo em vista que ocorreram 56% de mortalidade para ambos os
tratamentos. Andlises futuras poderdo ser feitas com dosagens mais diluidas como DL20/15 e
DL30/15. Em estudo realizado por Cantelli (2019), animais desafiados por WSSV com solu¢do
equivalente a mortalidade de 30% dos animais em 15 dias, resultaram no aumento significativo
de 11% da taxa de sobrevivéncia dos camardes infectados, apds suplementagao alimentar com
PS de Gracilaria birdiae durante 32 dias. Enquanto, para Pilotto (2019) os animais foram
desafiados com aliquotas de 3x10? particulas de WSSV (correspondente a DL30/15) e resultando
em aumento significativo de 10% da taxa de sobrevivéncia dos animais suplementados.

Portanto, novos estudos sdo necessarios para avaliar os possiveis efeitos antivirais dos

farelos vegetais utilizados, uma vez que ha indicios de que eles possam ser eficazes contra
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infeccdes causadas por agentes bacterianos, como Vibrio harveyi. Estudos de desafio com esta

bactéria poderiam confirmar essa hipdtese.

2.9 CONCLUSOES

Em conjunto, os resultados obtidos neste estudo indicam evidéncias sobre as condigdes
gerais de imunocompeténcia de camardes juvenis P. vannamei influenciados pela alimentacao
com dietas suplementadas com diferentes farelos vegetais amazonicos. Independentemente do
farelo vegetal incluido na alimentacdo dos animais, os resultados apontam para maior
imunoestimulagdo dos camardes suplementados com todos ingredientes utilizados, variando em
funcdo da concentragdo de inclusdo. No primeiro experimento, os animais alimentados com
dieta suplementada de B4, P4 e A8 apresentaram melhores condicdes gerais de
imunocompeténcia. Enquanto no segundo experimento, os animais alimentados com A8
apresentaram maior atividade da fenoloxidase, maior contagem de células imunocompetentes,
maior capacidade de aglutinacdo e reconhecimento de microrganismos invasores, sugerindo
uma melhora significativa na imunocompeténcia dos camardes. Apesar deste efeito positivo, a
dieta com farelo de acai a 8% ndo resultou em maior sobrevivéncia dos animais quando
desafiados com injecao intramuscular com particulas de WSSV (DL50/15).

Em conclusao, nossos resultados sugerem melhora da imunocompeténcia de camarodes
alimentados com dietas suplementadas com farelos vegetais amazonicos, além de contribuir
com inovagdes na utilizagdo de diferentes compostos imunoestimulantes. Novos produtos
derivados de outros frutos merecem ser avaliados, considerando maior tempo de alimentacao e
desafio com indculo viral menos concentrado. Além disso, seria interessante testar a ragcao a
campo para avaliar com maior precisdo os parametros zootécnicos, além de novas analises de
parametros moleculares, capacidade antioxidante do hepatopancreas, como também avaliar o

potencial imunoestimulante das ragdes com desafios bacterianos.
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