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Resumo
A carcinicultura enfrenta diversos desafios, incluindo questfes sanitarias e ambientais. A

producdo do camardo branco do Pacifico (Penaeus vannamei) lidera a producdo global de
crustaceos, entretanto as enfermidades bacterianas, especialmente causadas por Vibrio spp.,
representam ameacas significativas a esse crescimento. Portanto, diversas estratégias como
sistemas simbi6ticos e de bioflocos e, aditivos como prebidticos estdo sendo avaliados, com
0 objetivo do fortalecimento da imunidade dos camardes, reduzindo assim a necessidade do
uso de antibidticos. Dentro das possibilidades de aditivo como prebi6ticos, os produtos
provenientes de levedura, ricos em nucleotideos, surgem com alternativa para incrementar a
salde e o desempenho zootécnico. A suplementacdo com nucleotideos emerge como uma
intervencdo promissora, embora a determinacao dos niveis ideais de inclusdo permaneca ndo
estabelecida para algumas espécies de organismos aquaticos. Desta forma, o presente estudo
visa avaliar o efeito imunoestimulante da suplementacdo com nucleotideo na resposta
imunoldgica, resisténcia a doencas, morfologia do hepatopancreas e contagem de vibrios do
camardo marinho Penaeus vannamei mediante um desafio bacteriano com Vibrio
parahaemolyticus. Foi conduzindo um teste com um controle RC — sem adi¢do de
nucleotideos e outros trés tratamentos com a adi¢do de 75 mg (R75) -adi¢do 150 mg (R150)
e 300 mg (R300) de nucleotideos/kg de racdo. Apos 60 dias de consumo das dietas
experimentais, os camardes foram desafiados por imersé@o com uma suspensao bacteriana de
Vibrio parahaemolyticus (102 UFC/ml) por 30 dias. Durante esse periodo, foram registradas
as taxas de mortalidade, sinais clinicos, parametros hemato-imunoldgicos, histolégicos e
bacterioldgicos. Os resultados indicaram que os tratamentos suplementados com nucleotideos
demonstraram melhores desempenhos zootécnicos apos o periodo de alimentacdo. A analise
histoldgica revelou lesdes graves, como deformacdo dos tabulos e necrose, em todos 0s
grupos, enguanto as contagens bacterianas de Vibrio sp. no hepatopéancreas apresentaram
variagdes significativas entre os tratamentos na primeira e terceira coleta, entre os tratamentos
RC e R75 e entre R75 e R300 respectivamente, sugerindo diferentes padrdes de colonizacédo
bacteriana ao longo do tempo. Conclui-se que a suplementacdo com nucleotideos promoveu
0 aumento da biomassa e reducdo da taxa de mortalidade nos animais suplementados com
maiores niveis de inclusao, além de beneficiar a resposta imunologica aguda em todos 0s
tratamentos, indicando a necessidade de estudos adicionais para compreender seu impacto

sobre o tecido hepatopancreatico.

Palavras-chave: Camardo branco do Pacifico, imunoestimulante, nucleotideos, vibriose,
resposta imune
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1. Introducéo

A carcinicultura € uma area em constante desenvolvimento, com consequéncias
econdmicas e ambientais de alto impacto. Trata-se de um setor que tem sofrido mudancas
significativas nas Ultimas décadas, devido a diversos fatores, entre eles a crescente
demanda global por camardes, surgimento de enfermidades e diversos avangos
tecnologicos (FAO, 2022).

Os camarfes sdo uma fonte de proteina animal amplamente consumida no mercado
internacional. Esse aumento da demanda de consumo faz com que produtores expandam
suas operacOes, buscando novas tecnologias que possam maximizar a producdo. As
principais espécies de crustaceos cultivadas sdo o camardo branco do Pacifico (Penaeus
vannamei) e o camarao tigre gigante (Penaeus monodon) (FAO, 2022; TACON, 2020).

O Penaeus vannamei devido ao seu rapido crescimento e adaptabilidade a diferentes
condicdes de cultivo € o crustaceo mais cultivado. No Gltimo quinquénio, apresentou um
crescimento significativo em relacdo aos demais crustaceos cultivados, representando um
papel importante no incremento da producdo mundial desse grupo. De acordo com a
Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura - FAO (2022), o P.
vannamei corresponde a 51,7% da producdo mundial de crustaceos, com 5,8 milhdes de
toneladas em 2020.

No Brasil, a producdo de camardo foi de 113,3 mil toneladas em 2022, tendo um
aumento de 3,4% quando comparado com 2021. Dentre as regides brasileiras, a Regido
Nordeste possui um grande potencial para a producdo de camarbes, com 99,3% da
producédo nacional em 2022 (IBGE, 2022).

Entretanto apesar do crescimento significativo ao longo dos anos, um possivel
limitante para tal incremento é o surgimento de enfermidades, que podem prejudicar o
desempenho zootécnico dos animais e proporcionar reducdo das areas de cultivo e
rentabilidade econémica (PENA-NAVARRO et al., 2020). Como principais agentes
infecciosos responsaveis pelas enfermidades na carcinicultura, tém-se os virus e bactérias
(MONDAL et al., 2022).

Em se tratando das bactérias, as espécies do género Vibrio estdo associadas a diversos
animais aquaticos, como peixes, crustaceos e moluscos. Além disso, podem ser
encontradas na coluna d'agua e no biofilme presente em superficies submersas, bem como
em animais saudaveis, sistemas de aquicultura e tecidos animais, sendo consideradas nao
patogénicas e compondo parte da microbiota natural (GAO et al., 2019; MOHAMAD et

al., 2019). Sua presenga ndo implica necessariamente a ocorréncia de uma epizootia
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(ZHENG et al., 2017), porém quando ha um desequilibrio entre o hospedeiro, o0 agente
infeccioso e o ambiente, pode haver graves infeccBes (SATYARUP et al., 2020), seja
como patégeno verdadeiro ou agente oportunista, resultando em altas taxas de mortalidade,
prejuizo na produgdo e consequentemente nos lucros. O estudo das vibrioses, seus efeitos
e possiveis aces que possam mitigar seu surgimento sdo de crucial importancia para o0s
cultivos. Tendo em vista que, afetam diretamente a salde do camardo, a qualidade dos
produtos, a producgéo e, consequentemente, o sucesso do cultivo (DE SOUZA VALENTE
& WAN, 2021).

Portanto, estratégias produtivas sdo essenciais frente aos desafios enfrentados pela
carcinicultura. Sendo assim, implementar novas tecnologias que minimizem as perdas e
promovam um crescimento sustentavel sdo necessarias, como o sistema de bioflocos e
simbioticos (ABIRI et al., 2022; PANIGRAHI et al, 2022; HE et al, 2023; KHANJANI et
al., 2023; PANIGRAHI et al, 2023). Mas além da modificacdo e/ou adequagdes dos
sistemas de producdo, o uso de aditivos alimentares sdo ferramentas interessantes para
convivéncia com as enfermidades.

Por meio da sinergia de mecanismos de agéo distintos, os aditivos desempenham um
papel importante por suas propriedades bactericidas e bacteriostaticas. A inclusdo de
prebioticos, probiodticos e simbidticos, promovem a exclusdo competitiva de agentes
patogénicos e desempenham um papel relevante na melhora dos parametros imunoldgicos
dos camardes. Segundo o estudo de Butt et al. (2021), esses compostos bioativos séo
eficazes na melhoria da resposta adaptativa dos camardes diante da exposicédo a patdgenos
bacterianos, aprimorando sua saude sem que haja um efeito nocivo ao consumidor final
como é o caso do uso de antibidticos.

O uso dos produtos derivados de levedura tem recebido destaque na aquicultura, como
aditivo em ragdes, contribuindo positivamente para diversos aspectos como: incremento
no crescimento, imunidade e fortalecimento dos mecanismos de defesa dos camardes.
Além de trazer beneficios diretos aos organismos aquaticos, a utilizagdo dos produtos de
leveduras tem sido associada a manutencdo da qualidade da adgua, demonstrando efeito
positivo na reducdo de residuos e na minimizacdo da carga organica nos ambientes
aquaticos, favorecendo a preservacao e equilibrio ambiental (AGBOOLA et al., 2021,
LICONA-JAIN et al, 2022; MAHDY et al., 2022).

Estes produtos sdo notdveis por conterem uma gama diversificada de compostos
imunoestimulantes, tais como é&cidos nucleicos, mananoligossacarideos (MOS), f-

glucanos e nucleotideos. Esses componentes desempenham papel fundamental na
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modulacdo e aprimoramento de respostas imunoldgicas em organismos aquaticos. Os
acidos nucleicos desencadeiam respostas imunes em camardes, agindo como agentes
imunomoduladores que fortalecem a resisténcia contra patdgenos. As leveduras
constituem uma fonte natural rica em nucleotideos e, apresentam elevada digestibilidade e
capacidade de assimilacdo pelos organismos aquéaticos (GYAN et al., 2019; AGBOOLA
et al., 2021; ERNESTO CESANA et al., 2021; MAHDY et al., 2022; JACH et al., 2022).

Os nucleotideos sdo compostos bioativos de baixo peso molecular que desempenham
papéis vitais na sintese de DNA e RNA, sendo essenciais para a replicagdo celular e a
regeneracdo de tecidos danificados nos camarbes. Atuam também na codificacdo e
decodificacdo das informacdes genéticas, viabilizando fun¢Ges metabodlicas e sinalizacao
celular. Desempenham vérias fungdes fisioldgicas e bioldgicas essenciais. Eles modulam
a imunidade, melhoram a resisténcia a infec¢Ges, promovem o crescimento e
desenvolvimento, mantém a funcdo intestinal e hepatica, e estimulam a proliferacao e
diferenciacdo celular. Além disso, contribuem para protecéo contra o estresse fisiologico,
reducdo do dano ao DNA e prolongamento da vida. Os nucleotideos sdo cruciais para o
desenvolvimento saudavel, resposta imune e adaptacdo ao estresse, abrindo portas para
varias aplicacdes terapéuticas e nutricionais (DING et al., 2021).

Embora os nucleotideos sejam principalmente sintetizados nos tecidos, o sistema
imunoldgico e as células intestinais ttm uma demanda adicional e dependem parcialmente
de fontes externas destes compostos (YONG et al.,, 2020; NOVRIADI et al., 2021,
RAIRAT et al., 2022). No contexto especifico de P. vannamei, numerosos estudos
documentam os efeitos benéficos decorrentes da inclusdo de nucleotideos nas dietas. Tais
efeitos incluem melhorias no crescimento, aumento da eficiéncia na absorg¢ao de nutrientes
provenientes das ragdes, desenvolvimento saudavel das vilosidades intestinais e
fortalecimento da resisténcia ao Vibrio harveyi e ao Vibrio parahaemolyticus (ABDEL-
RAHIM et al., 2021; MOK et al., 2021; NOVRIADI et al., 2021; RAIRAT et al., 2022).
Além disso, observou-se uma melhoria significativa na taxa de sobrevivéncia e um
fortalecimento das respostas imunolégicas (humorais), conforme demonstrado em
diversos estudos cientificos. Essas descobertas destacam a importancia da suplementacéo
de nucleotideos na promoc¢édo da saude e da resisténcia aos patdgenos em camardes P.
vannamei.

O sistema imunolégico dos camardes € inato e robusto, equipado com uma ampla gama
de mecanismos de defesa. Estes mecanismos incluem o sistema de cascata da

profenoloxidase (sistema proPO), coagulacdo, fagocitose, melanizagdo, encapsulamento e
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mobilizacdo de hemacitos. A hemolinfa, juntamente com os hemacitos, desempenham um
papel fundamental na resposta imunolégica, sendo diretamente vinculada aos mecanismos
de defesa dos camardes (KUMAR et al., 2023).

Imunoestimulantes desempenham um importante papel ao ativar o sistema de defesa
dos camardes. Representam substancias capazes de fortalecer a resisténcia dos animais a
doencas infecciosas, agindo sobre o sistema imunoldgico inespecifico. O uso desses
imunoestimulantes é tido como uma alternativa eficaz para potencializar a imunidade e
aprimorar a capacidade de resistir a uma ampla gama de patégenos (DAWOOQOD et al.,
2020).

Porém até o momento, ndo had uma definicdo dos niveis ideais de inclusdo desses
adiotivos para obter esses beneficios especificos. Sendo necessario um maior
embasamento cientifico para determinar com precisdo a quantidade necessaria de
nucleotideos a ser incluida na alimentacdo a fim de alcancar os efeitos desejados na

imunoestimulacéo.

2. Objetivos do trabalho
2.1. Objetivo Geral
Avaliar o efeito imunoestimulante da suplementacdo com nucleotideo na resposta
imunoldgica, resisténcia a doencgas, morfologia do hepatopancreas e contagem de vibrios
do camardo marinho Penaeus vannamei mediante um desafio bacteriano com Vibrio

parahaemolyticus.

2.1. Objetivos especificos

e Determinar os parametros hemato-imunolédgicos dos camardes desafiados ao longo do
experimento;

e Avaliar a presenca de lesbes teciduais sugestivas de infeccdo por Vibrio sp. e
morfologia do hepatopéancreas dos animais submetidos as dietas e experimentalmente
desafiados com V. parahaemolyticus por meio de histologia;

e Determinar a contagem presuntiva total de Vibrio sp. no hepatopancreas dos animais
desafiados ao longo do experimento;

o Determinar a taxa de sobrevivéncia dos camardes submetidos ao desafio bacteriano

com o V. parahaemolyticus.
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3. Artigo cientifico

Os resultados obtidos durante o trabalho experimental desta dissertagdo estdo
apresentados no artigo intitulado “Efeito imunoestimulante da suplementacdo com
nucleotideos no camardo marinho Penaeus vannamei mediante desafio bacteriano

com Vibrio parahaemolyticus.”.

Artigo cientifico a ser encaminhado a Revista - Aquaculture.
Todas as normas de redacao e citacdo atendem as estabelecidas pela referida

revista (https://www.journals.elsevier.com/aquaculture).
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Efeito imunoestimulante da suplementacdo com nucleotideos no camarédo marinho
Penaeus vannamei mediante desafio bacteriano com Vibrio parahaemolyticus.

Resumo
A produgdo de camardo branco do Pacifico (Penaeus vannamei) frequentemente enfrenta

desafios devido a enfermidades, especialmente infecces bacterianas por Vibrio, causando
perdas significativas. A suplementacdo com nucleotideos surge como uma estratégia para
melhorar a imunidade e a sobrevivéncia dos camardes frente aos desafios bacterianos. Este
estudo buscou avaliar o efeito imunoestimulante da suplementacdo com nucleotideo nos
parametros hemato-imunologicos, morfologia do hepatopéancreas, contagem presuntiva de
vibrios e sobrevivéncia do Penaeus vannamei apds desafio com Vibrio parahaemolyticus.
Quatro tratamentos foram testados: (R75) adi¢do de 75 mg de nucleotideo/kg de ragéo; (R150)
adicdo de 150 mg de nucleotideo/kg de racdo; (R300) adi¢do de 300 mg de nucleotideo/kg de
racdo e; (RC) dieta controle, sem adic¢do de nucleotideos. Apos 60 dias de dieta experimental,
os camardes foram desafiados, por imersdo em suspensdo bacteriana de V. parahaemolyticus
(10% UFC/mI) durante 30 dias. Nesse periodo foram monitorados mortalidade, sinais clinicos
e analisados o0s parametros hemato-imunologicos, histologicos e bacteriologicos. Os
resultados mostraram que apo6s o periodo de oferta da dieta, os tratamentos suplementados
com nucleotideos apresentaram melhores desempenhos zootécnicos. Apds o desafio
bacteriano, as contagens totais e diferenciais de hemdcitos apresentaram uma resposta imune
aguda em todos os tratamentos, embora sem diferencas significativas. A analise histoldgica
do hepatopéancreas revelou lesdes graves, como deformidades nos tubulos e necrose, em todos
os tratamentos. As contagens de Vibrio sp. no hepatopancreas diferiram significativamente
entre os tratamentos nas coletas dos dias 5 e 15, entre os tratamentos RC e R75 e entre R75 e
R300, respectivamente, indicando varia¢fes na colonizacdo bacteriana ao longo do tempo.
Conclui-se que a suplementacdo com nucleotideos favorece o incremento de biomassa e reduz
a taxa de mortalidade antes do desafio bacterianos nos tratamentos suplementados com
maiores niveis de inclusdo (R150 e R300), além de beneficiar a resposta imune aguda apds o
desafio bacteriano em todos os tratamentos. Entretanto sdo necessarios novos estudos para

entender seu efeito sobre o tecido hepatopancreatico.

Palavras-chave: Camardo branco do Pacifico, imunoestimulante, nucleotideos, vibriose,
resposta imune.
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1. Introducao

A producdo de camardo branco do Pacifico (Penaeus vannamei) teve crescimento de
52,8% nos ultimos cinco anos, tornando-se a espécie de crustaceo mais produzida
mundialmente, com 51,7% da producéo deste grupo em 2020 (5,8 milhdes de toneladas)
(FAO, 2022). No Brasil, o cultivo de P. vannamei estd concentrado na regido nordeste,
sendo responsavel por 99,6% da producdo nacional com 112,8 mil toneladas em 2021
(IBGE, 2022).

Entretanto, todo esse potencial produtivo é constantemente limitado pelo surgimento
de enfermidades. Agentes infecciosos, como virus e bactérias, tém resultado em cenarios
de elevada mortalidade na producdo de crustdceos, o que pode resultar em perdas
econdmicas irreparaveis. No ambito das bactérias, as espécies do género Vibrio sdo
responsaveis por muitas doencas em camardes, seja como principal patdgeno ou como
agentes oportunistas, podendo afetar desde a fase de bercario até a fase de engorda (DE
SOUZA VALENTE & WAN, 2021). Diante destes desafios, novas tecnologias, em
especial, as voltadas a melhoria do manejo, tornam-se estratégias importantes para mitigar
perdas e alavancar a produtividade e crescimento do setor.

Além da melhoria nos sistemas de producdo, o uso de aditivos funcionais tem sido
bastante incrementado na Aquicultura. Os aditivos funcionais sdo produtos que tem a
finalidade de promover uma melhor satde e nutri¢cdo e, quando utilizados em racdes
demonstraram contribuir positivamente para a promocdo da salde e do desempenho
zootécnico. Além disso, esses aditivos apresentam caracteristicas menos toxicas quando
comparado ao efeito de antibidticos, representando uma op¢do economicamente viavel e
alinhada aos principios ecoldgicos (VIJAYARAM et al,2022).

Um exemplo de aditivo que se mostrou efetivo na aquicultura foram os produtos
derivados de leveduras, que quando usados na suplementacdo alimentar, demonstraram
melhora no desempenho zootécnico e na imunidade (LICONA-JAIN et al, 2022; MAHDY
etal., 2022). Os produtos de leveduras contém varios compostos imunoestimulantes, como
mananoligossacarideos (MOS), s-glucanos e nucleotideos, que sdo capazes de melhorar as
respostas imunolégicas (AGBOOLA et al., 2021).

Os nucleotideos sdo compostos intracelulares, de baixo peso molecular e
biologicamente, que desempenham papéis essenciais em processos fisiologicos e
bioguimicos (NOVRIADI et al., 2021), como a codificacdo e decifracdo de informacdes
genéticas, mediando funcdes metabolicas e de sinalizacdo celular. Em grande parte, 0s

nucleotideos tém sua sintese nos tecidos, porém, algumas células imunes e intestinais
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requerem este processo e necessitam de suprimentos exogenos (YONG et al.; 2020,
RAIRAT et al., 2022).

A suplementagdo com nucleotideos garante a homeostase e uma maior disponibilidade
do nucleotideo para o organismo, principalmente em um periodo de alta demanda devido
a diversas atividades fisiologicas (DING et al., 2021), sendo registrado especificamente
em P. vannamei, beneficios no desempenho do crescimento, na eficiéncia alimentar
(ABDEL-RAHIM et al.; 2021), desenvolvimento saudavel das vilosidades intestinais
(MOK et al., 2021) e aumento da resisténcia ao Vibrio harveyi (NOVRIADI et al., 2021)
e ao Vibrio parahaemolyticus (RAIRAT et al, 2022), além de uma melhoria na taxa de
sobrevivéncia e fortalecimento de respostas imunoldgicas e humorais demostradas nestes
estudos. Apesar de todos esses beneficios trazidos pelos nucleotideos, os mecanismos
adjacentes a suplementacdo exdgena ainda nao é bem documentada.

Sendo assim a suplementacdo de nucleotideos como aditivos na alimentacdo tem a
finalidade de imunoestimulacdo, apesar de ndo haver uma definigdo sobre quais 0s niveis
de inclusdo deste aditivo sdo necessarios para se obter tais beneficios. Por este motivo, o
presente estudo visa avaliar o efeito imunoestimulante da suplementacdo com nucleotideo
no crescimento, parametros hemato-imunologicos, morfologia do hepatopancreas,
contagem presuntiva de vibrios e sobrevivéncia do Penaeus vannamei apos desafio com

Vibrio parahaemolyticus.

2. Material e Métodos

2.1. Condices experimentais

Para o experimento, pos-larvas negativas por diagnéstico confirmatério de 10 dias
(PL1o) da espécie P. vannamei foram adquiridas em larvicultura comercial (Aquatec —
Larvicultura de Camardo Marinho, Canguaretama, Rio Grande do Norte) e mantidas em
sistema intensivo com densidade de estocagem de 3.000 PL m™ (800L) até atingirem o
peso médio de 1,78g. A agua utilizada foi filtrada (malha de 250 um) e clorada a 30 ppm
(hipoclorito de calcio com 40% de cloro ativo) e deixada sob aeracdo para que fosse
declorada, para ser fertilizada posteriormente.

Para a fertilizacdo, a cada trés dias, por um periodo de 15 dias antes da estocagem, foi
aplicado simbioético, onde a para ativagdo bacteriana utilizou-se um probidtico comercial,
composto por B. subtilis - 2,1 x 10" UFC/g; B. licheniformis — 3,7 x 10’ UFC/g e Bacillus
sp. — 2,8 x 10" UFC/g), na proporcao de 0,5 g de probidtico, 2 g de aglcar e 14 ml de 4gua
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do mar limpa esterilizada por m® de 4gua do bercario, deixado em processo anaerébio por
6 horas. Apds este periodo, foi acrescido o farelo de arroz (FR) (20 g/m?3 de 4gua do tanque
bercario) mais 200 mL de agua limpa/g FR, e deixado por 24 horas no processo de
fermentacdo, em seguida deixado com aeragao por mais 24 horas no processo de respiracao
celular. Apds a estocagem das pés-larvas, o simbiotico continuou sendo aplicado a cada 3
dias até os solidos sedimentaveis atingiram 5 ml/ L, sendo suspendido a aplicacdo, até a
reducdo dos niveis.

Posteriormente, os juvenis foram aleatoriamente redistribuidos em caixas de 1 m3(800
L de volume (til) a uma densidade inicial de 100 camardes m (125 camardes m), em
um delineamento experimental inteiramente casualizado, com trés repeticdes cada. Cada
unidade recebeu 200 litros da agua do bercario como indculo e 800 litros de 4gua do mar
(33 g L™Y), mantida com aeracio constante e temperatura ambiente. Durante o experimento
o pH foi mantido entre 7,5 e 8,0 e a alcalinidade acima de 100 mg CaCO3/L corrigido com
hidroxido de célcio e magnésio (cal hidratada — PRNT 80%), na proporcado de 10% da
racdo total ofertada na semana e ndo houve troca de agua, exceto a adicdo de agua doce
clorada e desclorada para compensar as perdas por evaporagao.

As racdes experimentais foram formuladas para atender a necessidade nutricional da
especie com 36% proteina bruta e 6% de lipideos (Tabela 1). Foram produzidas no Centro
Avancado do Pescado Continental — Instituto de Pesca (S&o José do Rio Preto, S&o Paulo,
Brasil).

Tabela 1. Formulagdo e composicao das dietas, controle e experimentais contendo nucleotideos,
utilizadas para a avaliacdo do desempenho do P. vannamei criados em sistema simbiético por 60
dias.

Dietas
Matéria-prima (mg kg ragéo )
(g kg™t
RC R75 R150 R300
Farinha de trigo? 180 179,5 179 178
Farinha de soja® 150 150 150 150
Proteina concentrada de
) 120 120 120 120
soja’
Farinha de visceras de
120 120 120 120

aves?

Quirera de arroz® 80 80 80 80
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Farinha de peixe’ 60 60 60 60
Hemoglobina’ 50 50 50 50
Farelo de trigo® 50 50 50 50

Sorgo" 45 45 45 45

Fosfato dicalcico’ 23,5 23,5 23,5 23,5

Farinha de Krill 20 20 20 20

Lecitina de sojaX 22 22 22 22

Cloreto de potassio' 10 10 10 10
Oleo de peixef 10 10 10 10
Oleo de soja® 10 10 10 10

Sal 10 10 10 10
Nucleotideo™ 0 0,5 1 2

Caulino” 5,6 5,6 5,6 5,6

Oxido de magnésio® 5 5 5 5

Suplemento vitaminico

e mineral® ° ° ° °
DL-metionina“ 5 5 5 5
L-Treonina' 5 5 5 5
L-Lisina® 5 5 5 5
Nutribinder! 5 5 5 5

Fylax (antifingico)" 3 3 3 3

Vitamina C (35%) 0,9 0,9 0,9 0,9
Composicéo

centesimal
(9 kg™
Proteina bruta 366 362 368 366
Lipidio bruto 67 64 64 63
Fibra bruta 46 39 46 44
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Cinzas 135 159 160 185

Energia bruta (kcal kg™) 4446 4455 4442 4436
3 Cidade Bella Moinho/Ponta Grossa-PR; ® Cooperativa Comigo — Rio Verde-GO; ¢ CJ Selecta/Araguari-

MG; ¢ Frango Rico/Votuporanga-SP; ¢ Dallas/Nova Alvorada do Sul-MS; T BFP bioprodutos depescado
LTDA / ITAJAI-SC; 9 Hemoprot — Lins-SP; " Raguife / Santa Fé do Sul-SP Raguife / Santa Fé do Sul-SP; !
Ecophos - Formiga, MG ; | Aker Biomarine Antartica AS (Lysaker, Noruega); ¥ Adicel Industria e Comércio
- Ingredientes para Inddstrias de Alimentos — Belo Horizonte-MG; ' Brasil Quimica Ind. e Com. LTDA /
Batatais-SP; ™ Biotide/Biorigin/ Lencdis Paulista, SP; " CaO do Brasil Ltda / Iguatama-MG; ™Biotide - 15%
RNA (fonte de nucleotideos) derivado da levedura Saccharomyces cerevisiae, Biorigin/ Lengois Paulista,
SP; © Magnésio do Brasil AS / Fortaleza-CE; P De Heus nutri¢do animal — Rio Claro-SP;  Rhodimet® NP99
Adisseo a bluestar company; " L-Treonina 98% Ajinomoto do Brasil Indistria e Comércio de Alimentos
Ltda; ® L-Lisina 78% Ajinomoto do Brasil Indlstria e Comércio de Alimentos Ltda; * Nutri-Bind Aqua

Adisseo a bluestar company; “ Selko Feed Aditives, ¥ Heilongjiang NHU Biotechnology CO.

Os camardes foram alimentados durante 60 dias antes do desafio bacterianos e, os
tratamentos foram: (R75) adicdo de 75 mg de nucleotideo/kg de ragdo; (R150) adicdo de
150 mg de nucleotideo/kg de racédo; (R300) adi¢cdo de 300 mg de nucleotideo/kg de racao
e; (RC) dieta controle; todos com trés repeticdes cada. Durante a oferta das dietas
suplementadas, a taxa de alimentacdo foi ajustada segundo metodologia de Van Wyk
(1999), com uma frequéncia de fornecimento da dieta 4 vezes ao dia.

As variaveis de qualidade de agua foram monitoradas por todo o periodo do
experimento, sendo aferidos diariamente o oxigénio dissolvido (OD), temperatura, pH e
salinidade (YSI MODEL 556 MPS, Yellow Springs, OHIO, EUA) as 8 e 16 horas. Os
solidos sedimentaveis (SS) foram mensurados trés vezes na semana com auxilio de cone
Imhoff (AVNIMELECH, 2012), semanalmente a amonia total, nitrito e alcalinidade
(APHA, 2012) foram determinados e, quinzenalmente, nitrato e ortofosfato (APHA, 2012).
Todas essas variaveis foram mantidas dentro dos limites fisiologicos de P. vannamei
segundo Van Wyk & Scarpa (1999) (dados ndo mostrados).

Os valores médios dos parametros de qualidade da agua registrados durante o periodo do
desafio bacteriano estdo apresentados na tabela 2, ndo havendo diferengas significativas
(p<0,05). Para afericdo desses parametros uma amostra da agua foi retirada do sistema para

ser aferida, ndo havendo contaminacao cruzada pelo uso da sonda.

Tabela 2. Parametros da qualidade de agua avaliados durante o periodo do desafio bacteriano (30
dias).

S Tratamentos
Variaveis

RC R75 R150 R300
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Temperatura (°C) 28,65 + 0,64° 28,69 + 0,667 28,68 + 0,587 28,53 + 0,64%
Salinidade (ppt) 30,91 + 0,562 30,61+ 0,372 30,66 + 0,43? 30,82+ 0,472
Oxigénio dissolvido 8,50 £ 2,872 8,41 2,972 8,06 + 2,95% 7,84 2,922
(mg L)

pH 7,24 £ 0,262 7,37 £0,232 7,34 £0,30% 7,38 £0,272
Alcalinidade (mg 102,50 + 86,30* 97,50 +70,80* 102,50 + 72,40? 85,00 + 55,80?
CaCOs LY

N-NHs (mg L™?) 0,12 + 0,162 0,07 +0,08? 0,07 + 0,06? 0,10 £ 0,072

Nota: Média = valores de desvio padrdo (minimo — maximo)
Letras diferentes na mesma linha expressam diferenca significativa (p < 0,05).

Desafio bacteriano

Para o desafio bacteriano, uma cepa liofilizada de Vibrio parahaemolyticus (ATCC
17802) foi obtida na Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), ativada e cultivada em Caldo
Triptona de Soja (TSB) suplementado com 2% de cloreto de sodio por 24 horas a 30°C,
para que se obtivesse o material infeccioso. Em seguida, a cultura foi centrifugada a 2200
g durante 5 minutos, sendo o sobrenadante descartado e, os pellets, lavados duas vezes e
finalmente ressuspendidos em solucéo salina estéril a 2%. A concentragéo de 108 UFC/m
foi determinada utilizando-se como referéncia a escala de McFarland de 0,5. A partir deste
material, a cultura foi diluida para 10® UFC/ml, concentracio que foi usada no desafio
bacteriano.

O desafio bacteriano foi efetuado ao término dos 60 dias de oferta das dietas
experimentais, na qual os camardes com peso médio de 8g, foram imersos em suspensao
bacteriana contendo aproximadamente 108 UFC/ml de V. parahaemolyticus por 15 minutos
e, em seguida, transferidos para unidades experimentais de 40 L de agua clara previamente
clorada e declorada, em sistema de recirculac¢éo, a uma densidade de 100 animais m2, onde
foi acrescido novo material infeccioso até que se atingisse a concentragio final de 10°
UFC/ml de V. parahaemolyticus (TRAN et al., 2013).

O desafio foi mantido por 30 dias e, durante esse periodo, 0 manejo das variaveis de
qualidade de agua foi idéntico ao descrito na etapa anterior, ndo sendo aferidos apenas 0s
solidos sedimentaveis por se tratar de agua clara. A alimentacdo continuou com as dietas
experimentais, com quantidades ajustadas de acordo com a metodologia de Van Wyk
(1999) com a frequéncia de fornecimento de trés vezes ao dia (8, 12 e 16 horas). O
delineamento do desafio foi inteiramente casualizado, com quatro repeticdes para cada
tratamento, onde os animais foram monitorados diariamente para a observacdo da
mortalidade, presenca de sinais clinicos e para as analises de parametros hemato-

imunoldgicos, histoldgicos e bacterioldgicos.
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2.2. Desempenho zootécnico

Para avaliacdo do desempenho zootécnico foi realizada a biometria ao inicio e ao final
do periodo da oferta da dieta experimental e foram determinados: o ganho relativo de peso
(%GP= 100 x [Peso final (g) — Peso inicial (g)/ Peso inicial (g)]), o incremento de biomassa
(%GB = 100 x [(Biomassa final (kg) — Biomassa inicial(kg))/ Biomassa inicial(kg)]), a
taxa de mortalidade (Mort% = (n° final de camar&es/n° inicial de camardes) x 100) e a cada
10 dias foi avaliado o crescimento (g). Vale ressaltar que estas variaveis ndo foram

avaliadas durante o periodo do desafio bacteriano por uma questdo de biosseguridade.

2.3. Parametros Hemato-Imunologicos

A analise hemato-imunoldgica foi realizada antes do desafio experimental e com 24
horas, 72 horas e a cada 5 dias ap0s a inoculacdo do material infeccioso na agua das
unidades experimentais. Um animal por unidade experimental teve a hemolinfa coletada
para determinacdo da contagem total e diferencial de hemdcitos, segundo o protocolo
descrito por Guertler et al., (2013). A hemolinfa foi coletada na hemocele do primeiro
segmento abdominal dos animais usando uma seringa de 1 ml contendo solucédo
anticoagulante de Alsever MAS (Solucdo de Alsever Modificada) (336 mmol L-1 NaCl;
115 mmol L-1 glicose; 27 mmol L-1 citrato de sédio; 9 mmol L-1 EDTA pH 7,2), na
proporcdo de 1:2 (v:v). Uma aliquota da hemolinfa foi separada e armazenada em MAS a
4% de formaldeido (1:3).

A contagem total de hemécitos (CTH) foi realizada a partir de 100 puL de hemolinfa
previamente coletada com anticoagulante e 0,1 pL desta suspenséo foi adicionada a cAmara
de Neubauer para a contagem das células (BECAK & PAULETE, 1976). A determinacao
do nimero de hemdcitos foi efetuada em duplicata usando um microscopio 6ptico.

Para a determinacdo da contagem diferencial de hemdcitos (CDH) foi adotada a
metodologia modificada de Celi et al. (2013). Nesta metodologia, 5 puL da suspensdo de
células de hemdcitos fixada em formol a 4% foi espalhada em uma lamina e seca ao ar e,
em seguida, imersa em metanol absoluto por 6 minutos, seguida de solugdo de Giemsa
(diluigéo 1:10) por 10 minutos, etanol a 70% por 1 minuto e xileno absoluto por 6 minutos.
A determinacdo das porcentagens relativas dos diferentes tipos de hemdcitos foi efetuada

através de observacdo da lamina em microscopia 6tica, em triplicata.

2.4. Analise Histopatologica
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Para analise histopatoldgica de morfologia do hepatopéncreas e lesbes sugestivas de
infeccdo por V. parahaemolyticus, quinze animais de cada tratamento foram coletados apos
0 desafio bacteriano. Os animais foram fixados via inje¢do de solugdo de Davidson
(AFA’s), sendo mantidos nesta solu¢do por 70 horas. Em seguida, as amostras foram
transferidas para uma solucdo de etanol a 70%, para posterior preparo das laminas
histologicas, que foram coradas em hematoxilina e eosina (HE), de acordo com
procedimento descrito por Lightner (1996). Todas as laminas foram examinadas em
microscépio optico e as lesGes foram analisadas conforme Caro et al (2020).

As alteracbes histologicas dos hepatopancreas foram avaliadas por analise
semiquantitativa, através do calculo do indice de alteracdo histoldgica (IAH), e os danos
foram classificados em 3 estagios progressivos de dano tecidual: estagio I (sem efeito na
funcdo do 6rgéo), estagio Il (dano mais grave e comprometimento da fungdo do 6rgéo) e
estagio 11l (alteracbes muito graves e irreversiveis de estrutura e funcdo do 0Orgéo)
(FREGOSO-LOPEZ et al., 2017) (Tabela 5)

O valor do IAH foi calculado utilizando a seguinte formula: IAH = [1 x Z (estagio I)]
+ [10 x Z (estagio II)] + [100 x X (estagio III)]. O IAH médio foi dividido em cinco
categorias: 0-10 (funcionamento tecidual normal), 11-20 (alteracao leve a moderada), 21—
50 (alteracdo moderada a grave), 51-100 (alteracdo grave) e > 100 (alteracéo irreparavel)
(Poleksic & Mitrovic-Tutundzic, 1994).

2.5. Andlise Microbioldgica

Visando determinar a contagem presuntiva total de Vibrio sp. no hepatopancreas dos
animais desafiados, antes da inoculacédo e apos a cada 5 dias, um camardo de cada unidade
experimental, foi eutanasiado por corte no corddo nervoso, seguido de desinfeccdo de
superficie corporal externa atraves de imersdo em etanol a 70% (15 segundos), solucdo de
hipoclorito de sédio (1,5%) com 0,1% de tween-80 (15 minutos) e em agua destilada
esterilizada, por trés vezes. Cinguenta miligramas do tecido do hepatopéancreas foi
macerado e diluido em 4,5 mL de 4gua peptonada tamponada. O produto homogeneizado
foi submetido a diluicBes seriais sucessivas de 102 a 10* e semeados (100 uL) em Agar
Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS) (KOBAYASHI et al., 1963), em triplicata. As
placas foram incubadas a 30°C por 24 horas para posterior contagem do numero de

unidades formadoras de colonia (UFC/g), utilizando o contador de col6nias.

2.6. Analise estatistica
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As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software IBM SPSS
Statistics versdo 27.0.0.0. Os dados foram submetidos aos testes de homogeneidade das
variancias pelo teste de Levene (p<0,05), normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk
(p<0,05). Os dados com distribui¢do normal ¢ homogénea foram submetidos 8 ANOVA
unidirecional (desempenho zootécnico e IAH) e ANOVA de medidas repetidas
(temperatura, salinidade, oxigénio dissolvido, pH, alcalinidade e N-NHz), seguida pelo
teste de Tukey (HSD - Honest Significant Difference) para a avaliacdo de diferencas entre
as médias (p<0,05). Para a contagem total ¢ diferencial de hemocitos ¢ contagem de
bactérias no TCBS, dados ndo paramétricos, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis

(p<0,05) com a corre¢ao de Bonferroni (Comparagao Pairwise) (ZAR, 2013).

3. Resultados

3.1. Desempenho zootécnico

Os valores médios do ganho de peso (GP), incremento de biomassa (IB), taxa de
mortalidade e crescimento médio (CM) dos camardes submetidos & avaliacdo da dieta
experimental durante 60 dias estdo descritos na tabela 3.

Tabela 3. Indices zootécnicos avaliados durante o periodo de oferta das dietas experimentais.

Tratamentos
\ariaveis RC R75 R150 R300
GP (%) 362,60 + 19,26 39227 +19,79* 403,34+ 14,87° 419,58+ 9,617
IB (%) 313,25+ 18,24° 361,16 +21,01®® 368,00 +8,80®® 398,71 + 5,122

Taxa de

mortalidade 10,67 +1,53° 6,33 + 0,58% 7,00 + 1,00% 4,00 +1,73°
(%)

CM (g9) 0,93 + 0,322 1,15+0,512 1,27 £ 0,212 0,95 +0,312
Nota: GP- Ganho de peso, IB- Incremento de biomassa, CM- crescimento médio a cada 10 dias.

Média + valores de desvio padrdo (minimo — maximo)
Letras diferentes na mesma linha expressam diferenga significativa (p < 0,05).

O IB diferiu entre os tratamentos RC e R300, tendo valores médios de 313,25% e
398,71%, respectivamente. A taxa de mortalidade também apresentou diferencas
significativas entre os tratamentos RC e R300, onde a mortalidade foi maior em RC com uma
taxa de 10,67% e, menor em R300, com uma taxa de 4%, justificando um maior 1B no R300.

Em relagdo ao GP e ao CM ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos.

3.2. Parametros Hemato-Imunoldgicos
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As contagens totais de hemdcitos (CTH) realizadas antes e durante o desafio
bacteriano estdo registradas na tabela 4. Tanto o tratamento RC, sem a suplementacdo de
nucleotideo, quanto os tratamentos onde houve a suplementacdo, ocorreu uma queda no
CTH apds 24 horas da exposicdo ao V. parahaemolyticus (Figura 1). Diferencas
significativas entre os tratamentos foram encontrados apenas no dia 1 entre os tratamentos
RC e R75 e, no dia 3 entre os tratamentos R75 e R150 ap6s o inicio do desafio (p<0,05).
O tratamento RC obteve o maior CTH antes do inicio da infeccdo experimental, mas no
dia 1 da infecgfo, a contagem média foi de 0,88 x 10 células/ml, sendo a menor entre os
tratamentos (p<0,05).

As porcentagens de células hialinas (H), semi-granulares (SG) e granulares (G) estéo
descritas na tabela 4. Na contagem diferencial de hemdcitos (CDH) foram encontradas
diferencas significativas entre os tratamentos apenas antes do inicio do desafio. Apds o
desafio bacteriano, as médias entre os tratamentos foram semelhantes (p<0,05). Em todos
0s tratamentos, a maior prevaléncia durante todo o periodo experimental foi de células
hialinas.

O percentual de hemdcitos hialinos ndo apresentou diferenca significativa entre 0s
tratamentos (p<0,05). Foram observadas duas quedas no percentual de hemocitos hialinos
nos tratamentos R75 e R150 apds 24 e 120 horas, respectivamente; enquanto o RC mostrou
uma elevacdo na média no mesmo periodo, decaindo apenas no 25° dia; o R300 foi o
tratamento que apresentou uma maior elevacdo da média de células hialinas inicialmente,
se mantendo na média até o fim do periodo experimental.

O percentual de células semi-granulares também n&o apresentou diferenga
significativa entre os tratamentos (p<0,05). A incidéncia deste tipo celular foi maior até 72
horas em todos os tratamentos apos a infeccdo por V. parahaemolyticus. As granulares
apresentaram as propor¢des baixas em relacdo aos outros tipos celulares durante todo o
periodo experimental, ndo havendo diferenca significativa ap6s o inicio do desafio
experimental (p<0,05).

Tabela 2. Contagem total de hemdcitos (CTH) (10° células ml?) e contagem diferencial (CDH)
(em porcentagem) dos Penaeus vannamei submetidos ao desafio com Vibrio parahaemolyticus.

. . Tratamentos
Dia Variaveis
RC R75 R150 R300
CTH 6,68 + 3,172 5,69 + 2,972 5,72 + 3,732 5,73+ 3,182
0

CDH H 56,54 + 27,26 71,27 £23,33" 68,81 + 21,34° 68,82 + 27,442
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SG 39,84 £ 26,69 25,48 £ 24,25% 28,54 £ 21,417 28,41 + 28,382
G 3,61 +248° 3,25 +2,732 2,65+ 1,342 1,33 +0,92°
CTH 0,88 + 0,44° 2,30+ 1,192 1,15 +0,77% 1,90 + 1,30%
H 59,40 £40,34* 48,16 + 34,68% 48,27 £ 41,56% 81,44 £ 29,102
' CDH SG 39,73 £40,53* 50,36 £ 34,75 50,88 £41,96*° 17,54 + 29,49
G 0,87 + 1,06 147 +1,12 0,85+ 1,78 1,02 + 0,63
CTH 1,90 £1,28% 3,09 +£2,13% 2,94 + 2,25% 1,28 £ 0,90%
3 H 90,57 £13,13* 94,87 + 4,80% 94,13 + 6,35° 85,20 £ 10,592
CDH SG 7,83 + 12,142 3,94 + 5,062 3,77 £4,912 12,69 + 10,632
G 1,60 £+ 2,962 1,19+1,62% 2,10 £ 2,322 2,10 +£1,86%
CTH 1,23 +0,66% 2,21 £ 0,44 1,08 +0,75° 1,98 +0,74%
H 97,32 + 2,862 78,51 +41,39% 69,81 + 44,942 89,45 + 28,242
° CDH SG 1,07 + 2,452 0,06 £ 0,12° 0,23 £ 0,59? 0,28 £ 0,91%
G 161+£113% 1,43 +£1,16% 2,69 + 3,217 194 +£1,73%
CTH 2,27 £ 1,142 3,44 + 2,95% 2,49 + 2,82% 1,56 £ 0,492
10 H 97,69 + 1,582 97,52 +1,11° 95,50 + 2,862 94,73 £ 5,752
CDH SG 0,62 + 1,40° 0,17 +0,38% 1,75+1,972 3,28 + 6,09°
G 1,68 £1,422 2,31 +£0,80% 2,75+ 2,142 2,00+1,172
CTH 3,95+ 4,21% * 1,43 £ 0,942 2,99 + 3,112
H 98,41 +1,83? * 96,25 + 4,742 98,17 + 1,48°
o CDH SG 0,58+ 1,122 * 0,00 £ 0,00? 0,27 +£ 0,63
G 1,01 + 0,932 * 3,75+ 4,74° 1,55+ 1,592
CTH 3,29+2,12° 2,30+ 1,30° 1,27+ 0,69° 2,34+ 1,47%
H 97,54 £ 1,76° 97,65 + 1,38? 89,50 + 18,20? 94,39 + 10,322
# CDH SG 0,27 + 0,54% 0,28 + 0,61% 9,46 + 17,69° 3,27 £ 9,02°
G 220+1,74° 2,07 +1,33 1,05+ 0,972 2,34 £1,94°
25 CTH 2,80+ 4,08° 2,89+ 2,412 1,96+ 1,61° 1,95+ 1,36°
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H 93,72+ 10,77 92,49 +20,53* 98,31 £1,97% 96,63 + 2,59°
CDH SG 1,55 £ 5,372 6,40 + 20,87% 0,02 + 0,082 0,83 +1,98°
G 4,73 £5,68° 1,11 +0,98% 1,66 +1,97° 2,54 +1,83°
CTH 133+ 0,78° 2,45+ 4,128 2,83+ 2,30° 2,39+ 0,87°
H 95,07 £ 11,26 95,24 + 8,18? 97,45 + 2,96° 90,24 + 13,772
% CDH SG 3,14 +£10,43° 2,77 £7,32% 0,26 £ 0,74° 7,56 £ 14,79°
G 1,79 +1,73% 1,99 +2,32° 2,29 +2,37° 2,21 +1,84°

Nota: *- amostras ndo vidveis, H- Hialinas, SG- Semi-granulares, G- Granulares
Meédia + valores de desvio padrdo (minimo — maximo)
Letras diferentes na mesma linha expressam diferenca significativa (p < 0,05).

3.3. Analise histopatoldgica e mortalidade cumulativa

A andlise histopatoldgica do hepatopéancreas dos camardes desafiados com V.

parahaemolyticus revelou alteracGes histolégicas nos trés estagios de acordo com o indice

de alteracdo histoldgica (IAH) (Tabela 5). Os estagios indicaram as alteragdes histoldgica,

sendo relevante observar que a taxa de alterag&o irrepardvel foi superior no tratamento RC

(60%) quando comparado aos outros tratamentos. Dentre os tratamentos, a maior taxa de

alteragbes moderada a grave foi observada no tratamento R300 (85,7%) em relacédo aos

demais tratamentos. Em relacdo ao IAH ndo houve diferenca significativa
tratamentos (p<0,05).

entre 0s

Tabela 3. Percentual e valores médios do Indice de Alteragio Histopatologica (IAH) do
hepatopéncreas de Penaeus vannamei submetidos ao desafio com Vibrio parahaemolyticus.

o ) Tratamento
Estagios Categorias
RC R75 R150 R300
Funcionamento
I normal do 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
tecido
Alteracéo leve
0,0% 0,0% 6,7% 0,0%
a moderada
I Alteracéo
moderada a 40,0% 60,0% 60,0% 85,7%

grave
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Alteracéo
0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
grave

Alteracéo

i _ ) 60,0% 40,0% 33,3% 14,3%
irreparavel

AN 80,00 £ 64,87 + 64,20 = 47,43 +

47,35% 44,372 44,222 36,08?

Nota: Estéagio | (funcionamento normal do tecido), Estagio Il (Alteracdo leve a moderada, alteracdo moderada a grave
e alteracdo grave), Estagio Ill (alteracdo irreparavel). O IAH médio foi dividido em cinco categorias: 0-10
(funcionamento normal do tecido), 11-20 (leve a moderada alteracdo), 21-50 (alteracdo moderada a grave), 51-100
(grave alteragdo) e > 100 (alteragdo irreparavel).

Os achados histologicos estdo descritos na tabela 6. Todos os tratamentos
apresentaram infiltracbes hemociticas em diferentes proporc¢des e em diferentes regides do
hepatopancreas. O RC e o R150 apresentaram, na maior parte dos tecidos analisados,
infiltracOes periféricas discretas e com maior incidéncia de hemdcitos granulares. O R75
apresentou, em sua maioria, uma infiltracdo moderada, mais espalhada pelo
hepatopancreas, também com predominancia dos hemdcitos granulares. O R300
apresentou uma infiltracdo semelhante aos tratamentos RC e R150 diferindo apenas por
apresentar menor quantidade de hemdcitos hialinos em comparacdo aos demais
tratamentos.

Tabela 4. Classificagdo das alteracdes encontradas no hepatopancreas de Penaeus vannamei
examinadas ao final do desafio com Vibrio parahaemolyticus.

Alteracdo Classificacdo
Intensa (>2/3 do campo) N v
Edema Moderada (1/3 -2/3 do
Estagio | campo) A
Discreta (< 1/2 do campo)
‘ N
N
Intensa (>40% do campo)
. . e Moderada (10-40% do
Infiltracdo hemocitica ‘
Estégio | __campo) . WL N L
Discreta (< 10% do § 0 XX VRE AN

campo)
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A D D
N
\ !
A
N
Deformacéo (D)/ Intensa (>2/3 do campo)
Alongamento (A)/ Moderada (1/3 -2/3 do f et
Dilatacdo dos tabulos (DT) campo) DI VS s
Estagio Il Discreta (< 1/2 do campo)
D
PO
Necrose Intensa (>2/3 do campo) — /
Estéagio 11 (Discreta) Moderada (1/3 -2/3 do
Estagio 111 ____campo)
Discreta (< 1/2 do campo) & l

A mortalidade cumulativa ao longo do desafio bacteriano ndo apresentou diferencas
significativas entre os tratamentos, variando entre 29 e 33%. O maior pico de mortalidade

ocorreu no 5° dia em todos os tratamentos (p<0,05) (Tabela 7).

Tabela 5. Mortalidade cumulativa (%) de Penaeus vannamei ao longo do desafio bacteriano com
Vibrio parahaemolyticus.
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Tratamentos
Variaveis
RC R75 R150 R300
Numerq |n|_C|aI de 88 88 88 88
animais
Dial 0 0 0 0
Dia5 17 20 17 16
Dia 10 19 25 22 22
Mortalidade .
cumulativa Dia 15 36 33 34 31
Dia 20 42 41 47 39
Dia 25 48 45 53 43
Dia 30 57 53 59 55
Médias 31,29 +£20,05* 31,29 +20,05* 33,14 +21,37* 29,43 +18,41%

Nota: Média + valores de desvio padrdo (minimo — maximo)
Letras diferentes na mesma linha expressam diferenga significativa (p < 0,05).

3.4. Analise Microbioldgica

As contagens médias presuntivas totais de Vibrio sp. em TCBS nas amostras de
hepatopancreas de P. vannamei durante o desafio experimental estdo descritas na tabela 8.
Foram encontradas diferencas significativas (p<0,05) entre os tratamentos apenas nas
coletas dos dias 5 e 15. Na primeira coleta, dia 5 ap06s o inicio do desafio, as diferencas
significativas foram entre os tratamentos RC e R75 e entre R75 e R300, sendo a contagem
média do RC maior do que R75 (p<0,05). As contagens variaram de 0 (zero) a 2,00 x 10°
UFC/g no RC, 0 (zero) a 5,00 x 10" UFC/g no R300, enquanto no R75 a contagem foi O
(zero) UFC/qg.

Na terceira coleta, a diferenca significativa foi entre os tratamentos RC e R150, sendo
a contagem média do R150 maior em comparagao com o RC (p<0,05). As contagens foram
de 0 (zero) UFC/g para 0 RC e para o R150 tendo minima de 0 (zero) e maxima de 3,00 x
108 UFC/g.

Na segunda (10 dias) e quarta (20 dias) coletas ndo houve diferenca significativa
(p<0,05) entre os tratamentos. Na quinta (25 dias) e sexta (30 dias), as contagens foram de
0 (zero) UFC/g para todos os tratamentos.

A contagem presuntiva por percentual de sacarose (Tabela 8) ndo apresentou

diferencas significativas entre os tratamentos (p<0,05).
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Tabela 6. Contagem bacteriana total (10° células/ml) e presuntiva de vibrionaceas por tratamento
(percentual de sacarose) em TCBS em Penaeus vannamei (hepatopancreas) ao longo do desafio

bacteriano.
Dias Tratamentos
RC R75 R150 R300
0 1,01 + 0,902 1,96 +£1,792 1,93 +1,412 1,05+ 1,002
5 0,07 £ 0,08? 0,00 + 0,00P 0,28 + 0,60% 6,78 £ 14,80°
10 60,89 + 15,212 6,3 £ 15,212 12,61 + 28,192 1,77 £ 3,692
15 0,00 + 0,00 0,68 + 1,40% 31,16 + 91,62 0,57 +1,30%
20 0,05+0,17% 0,24 +0,90% 0,23 +0,68? 0,00 + 0,02%
25 0,00 £ 0,00? 0,00 £ 0,00? 0,00 £ 0,007 0,00 £ 0,00?
30 0,00 £ 0,00? 0,00 £ 0,00? 0,00 £ 0,007 0,00 £ 0,00?
Percentual de sacarose
Positiva 1002 1002 95,042 1002
Negativa 0? 0? 4,962 0?

Nota: Média + valores de desvio padrdo (minimo — méaximo)
Letras diferentes na mesma linha expressam diferenga significativa (p < 0,05).

4. Discussao

O aumento expressivo na biomassa observado no tratamento R300 em comparagdo com
o tratamento RC (313,25% vs. 398,71%) sugere que a suplementacdo com uma maior incluséo
de nucleotideos teve um efeito positivo no incremento de biomassa. Este resultado €
consistente com estudos anteriores que indicam os potenciais beneficios da suplementacédo
com nucleotideos na promogéo do crescimento em camardes (NOVIADRI et al., 2021; HE et
al., 2023). Os nucleotideos sdo moléculas essenciais para a sintese de DNA e RNA em
camardes, influenciando processos como replicacdo celular e regeneragdo de tecidos. Eles

também desempenham papéis cruciais na codificacdo genética, funcdo metabdlica e
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sinalizacdo celular. Além disso, tém impacto na imunidade, resisténcia a infeccoes,
crescimento, funcdo intestinal e hepatica, além de protecdo contra o estresse e dano ao DNA.
Sua importancia sugere potenciais aplicacfes terapéuticas e nutricionais. (DING et al., 2021).
Ao colonizar o trato digestivo favorecem a absorcdo de nutrientes e maior resisténcia a
doencas (JAVAHERY et al., 2019).

Com uma maior absorcao de nutrientes, a suplementacdo traz um aporte imunologico,
com isto a taxa de mortalidade durante a fase de oferta da dieta apresentou menor no
tratamento R300. O tratamento RC registrou uma taxa de mortalidade superior (10,67%),
enguanto o tratamento R300 mostrou uma taxa significativamente menor (4%). Essa diferenca
sugere que a suplementacdo com nucleotideos pode estar associada a uma maior resisténcia
dos camardes a fatores estressantes, refletindo em uma reducdo nas taxas de mortalidade
(Novriadi et al., 2021).

Um dos mecanismos da resposta imune do P. vannamei esta associado aos hemdcitos
(CTH), que sao responsaveis pelo encapsulamento, coagulacdo, melanizacao, fagocitose;
atuando diretamente no sitio infeccioso e no combate aos organismos patogénicos. (LIN
& SODERHALL, 2011; SODERHALL et al., 2016; LU, et al., 2021). No presente estudo
observou-se gque tanto os camardes do tratamento controle (RC), sem suplementacdo de
nucleotideos, quanto os dos tratamentos suplementados apresentaram uma gqueda no total
de hemdcitos (CTH) apds 24 horas da exposicdo ao V. parahaemolyticus. Essa diminui¢do
inicial pode indicar uma resposta imune aguda frente ao desafio bacteriano, caracterizada
pela mobilizacdo de hemdcitos para combater a infeccéo.

Vale ressaltar que diferencas significativas nos CTH foram detectadas apenas em dois
pontos temporais especificos: apos 24 horas entre os tratamentos RC e R75, e ap0s 5 dias
entre os tratamentos R75 e R150. Essas variagdes podem sugerir uma resposta diferencial
dos camardes a suplementacdo com diferentes doses de nucleotideos, influenciando em
uma maior sintese e liberacdo de hemacitos pelo tecido hematopoiético, sugerindo a
eficacia da resposta imune ao longo do tempo (LIN & SODERHALL, 2011).

Devido ao efeito imunoestimulante da suplementacdo com nucleotideos, é esperado
um aumento na CTH quando se compara animais suplementados e animais sem
suplementacdo, no entanto, no presente estudo, ndo houve diferencas significativas entre
0s grupos suplementados e grupo controle, o que vai de encontro a estudos anteriores,
como no estudo de Abdel-Rahim et al. (2021), onde foi feito uso de 0,5 g/kg de nucleotideo
associado a uma macroalga e houve um aumento significativo no CTH, este fator pode ter

potencializado o efeito da agdo imunoldgica do nucleotideo.
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Os hemacitos circulantes na hemolinfa apresentam formas e fungdes distintas. Atuam
tanto no sistema imune inato, quanto em funcdes fisiologicas. Os hemacitos hialinos atuam
na fagocitose; os semi-granulares atuam no encapsulamento, na citotoxicidade, no
armazenamento e liberagdo do sistema proPO; os granulares atuam na melanizagéo,
peptideos antimicrobianos e citotoxicidade, sendo a principal defesa contra patdégenos
(LIN & SODERHALL, 2011; SULEMAN et al., 2019; VOGT, 2022).

Eventos infecciosos requisitam um grande nimero de hemécitos, principalmente os
granulares e semi-granulares, que ddo inicio a uma complexa acao de defesa, onde a partir
de uma degranulacdo estimulam a fagocitose pelas células hialinas (JOHANSSON et al.,
2000). Este processo de degranulacéo resulta em morte celular e consequente diminuicao
temporéaria dos hemacitos providos de granulos circulantes na hemolinfa (LIU et al.,
2021), que séo rapidamente restaurados pela sintese e liberacao pelo tecido hematopoiético
(LIN & SODERHALL, 2011). Desta forma uma maior prevaléncia de células hialinas é
esperada diante de um quadro infeccioso, corroborando os resultados deste estudo, onde
houve a predominancia de células hialinas.

Apesar de ndo haver diferencas significativas entre as médias das CDH dos
tratamentos, € possivel observar o efeito da suplementagdo com imunoestimulantes nas
contagens das células semi-granulares e granulares dos camardes suplementados. Segundo
Javahery, et al. (2019) as celulas granulares e semi-granulares obtiveram melhores niveis
e de Mulyadi, et al. (2020) onde as hialinas e semi-granulares foram dominantes, a
suplementacdo com imunoestimulante também teve acdo nas células granulares.

A infeccdo por vibrios pode causar danos ao hepatopancreas e outros tecidos e 6rgao
limitando assim a funcdo de metabolismo, transporte e catabolismo. O sistema imune
necessita de altas quantidades de energia no combate a agentes infecciosos. Esta energia
estd contida nas reservas lipidicas presentes no hepatopancreas (JARC & PETAN, 2019;
YIN et al., 2022). Como o uso de imunoestimulantes favorece a absorcédo de nutriente, o
esperado seria um alto armazenamento lipidico e uma maior resisténcia a acdo dos
patdgenos dos camardes suplementados em contraste com o0 grupo nao suplementado.
Porém no presente estudo, foi observado baixo armazenamento lipidico, deformacdes dos
tubulos e necrose em todos os tratamentos. Em outro estudo sinais como atrofia e
armazenamento lipidico baixo também foi observado no grupo controle positivo e no
grupo com baixa inclusdo (0,25g/kg) de nucleotideos (RAIRAT et al., 2022), sendo

necessario mais estudos em relacao ao efeito da suplementacao sobre o hepatopancreas.
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A andlise das contagens médias presuntivas totais de Vibrio sp. nas amostras de
hepatopancreas de Penaeus vannamei durante o desafio experimental fornece importantes
percepgdes sobre a dindmica da colonizacdo bacteriana neste 6rgdo e sua relagdo com os
diferentes tratamentos aplicados. Os resultados revelaram que em diferentes momentos as
contagens bacterianas do tratamento RC obtiveram meédias significativamente mais
elevadas que os demais tratamentos suplementados com nucleotideos apds inoculagdo do
Vibrio parahaemolyticus, demonstrando o efeito causado pela suplementacdo que ja havia
sido observado em outros estudos (RAIRAT et al., 2022)

Estudos sobre a resposta imune de camardes desafiados com Vibrio spp., avaliaram a
infeccdo através do desafio via injecdo, havendo uma deficiéncia em estudos que avaliem
a resposta imune de camardes infectado com Vibrio spp. por imersdao (SEGARRA et al.,
2023; LICONA-JAIN et al., 2022), desta forma a avaliacdo feita por este estudo tem
grande importancia visto que se assemelha a forma de contagio nas carciniculturas,

trazendo um cenario mais proximo a realidade.

5. Conclusdes

A suplementacdo com 300 mg de nucleotideo/ kg de racdo melhorou o ganho de
biomassa e reduziu a taxa de mortalidade dos camardes antes do desafio bacteriano. Houve
uma resposta imune aguda ao desafio, mas sem diferencas significativas entre os grupos.
As analises histologicas revelaram alteragdes moderadas a graves no hepatopancreas,
independentemente dos niveis de incluséo, sugerindo a necessidade de estudos adicionais
para entender melhor a acdo da suplementacdo sobre o tecido hepatopancreatico, 0s

mecanismos subjacentes a resposta imune, a eficacia da suplementacdo com nucleotideos.
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4. Consideragdes finais

Este estudo oferece contribui¢cdes valiosas para entender a interacdo entre a
suplementacdo com nucleotideos e a resposta imune de camarfes Penaeus
vannamei submetidos ao desafio com Vibrio parahaemolyticus, visto que se
trata de uma enfermidade comum na carcinicultura responsavel por muitas
perdas econémicas.

Ao utilizar a abordagem da infecgdo por imersdo na observagédo da interacdo
entre camardes e patogeno, foi possivel avaliar de forma mais precisa a
realidade da carcinicultura. Embora haja uma caréncia em estudos que avaliem
a infeccdo por este método em estudos anteriores.

A suplementacdo com nucleotideos mostrou-se promissora na melhoria do
desempenho e na reducdo da mortalidade dos camardes.

As contagens de células sanguineas demonstraram uma resposta imune aguda
em momentos diferentes, porém sem significancia estatistica.

AlteracOes histoldgicas se mostraram presentes em todos os tratamentos,
independente do tratamento analisado.

O estudo deixou evidente que a suplementacdo com nucleotideos pode ter um
impacto variavel na resisténcia a doencas, sendo associado as condi¢fes do
cultivo dos camardes.

Sao necessarios estudos mais aprofundados para elucidar completamente os

efeitos da suplementacgéo e otimizar seu uso na aquicultura.
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