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RESUMO
Avaliou-se os parâmetros imunológicos, a resistência ao choque térmico e o desafio com o Vibrio parahaemolyticus do camarão-branco-do-pacífico (Litopenaeus vannamei) alimentado com dietas contendo farinha da microalga Schizochytrium limacinum em quatro níveis de adição (0; 0,5; 1 e 2%). Foi realizado o cultivo em sistema de água clara, contendo 25 camarões por tanque de 500L, com peso inicial de 4,89±0,27g, alimentados quatro vezes ao dia. O experimento foi realizado em triplicata, e cada tanque foi dotado de sistema de aeração constante, aquecimento e a água dos tanques foi renovada 70% por dia. Após o período de três semanas, foram avaliados os parâmetros imunológicos, realizado o choque térmico e o desafio com o V. parahaemolyticus. Durante o choque térmico, 21 camarões de cada tratamento foram transferidos simultaneamente para aquários contendo água salgada a 12,5 °C, mantidos por uma hora. Posteriormente os animais foram transferidos para seus respectivos tanques de cultivo a 29 °C. A sobrevivência foi monitorada durante 24 horas após o choque térmico. Os animais alimentados com 0,5% e 1%da microalga S. limacinum na dieta apresentaram melhor sobrevivência ao choque térmico. Nos parâmetros imunológicos não foram observadas diferenças estatísticas nos tratamentos comparados com o controle. Igualmente não houve diferença na sobrevivência frente ao desafio por V. parahaemolyticus. Conclui-se que a adição da farinha de S. limacinum na dieta do L. vannamei, resulta no aumento da resistência á variação térmica, contudo sem alterar a imunidade frente ao desafio por V. parahaemolyticus.
Palavras-chave: Aquicultura, Litopenaeus vannamei, Schizochytrium limacinum, choque térmico, imunologia. 
ABSTRAT

This study evaluated the immunological parameters, the resistance to thermal shock and the challenge with Vibrio parahaemolyticus in Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei) fed with diets containing microalgae meal Schizochytrium limacinum in four levels (0; 0,5; 1 and 2%). The shrimp were reared in a clear-water system containing 25 shrimps per tank with 500L, with the initial weigh of 4,89+- 0,27g, fed four time per day. The experiment was performed in triplicate, and each tank had the constant aeration system, heated and the water being 70% renovate per day. After three weeks were evaluated the immunological parameters, the thermal shock and the challenge with the V. parahaemolyticus. During the thermal shock, 21 shrimps of each treatment were moved simultaneously to aquariums containing salt water at a temperature of 12,5°C and kept for one hour. Posteriorly, the animals were moved back to their previous growth tanks at 29°C. The survival were monitored for 24 hours after the thermal shock. The shrimps fed of a diet of 0.5% e 1% of Schizochytrium limacinum’s microalga presented better survival to the thermal shock. The treatments compared to control showed no statistic differences in the immunologic parameters. Also, no differences were found on the survival of shrimps treatments during the challenge with V. parahaemolyticus. We can conclude that the inclusion of the microalgae meal S. limacinum in the diet of L. vannamei, resulted on the improvement of resistance to thermal variation with out modificate the imunity during the challenge with V. parahaemolyticus. 
Key words: Aquaculture, Litopenaeus vannamei, Schizochytrium limacinum, thermal shock, immunology.
1- INTRODUÇÃO

     A aquicultura é o segmento de maior crescimento referente à produção de alimentos de origem animal (FAO, 2016). Tem avançado na direção de métodos sustentáveis, contribuindo com a crescente demanda por alimentos (GODFRAY et al., 2010). A carcinicultura marinha está entre os setores mais importantes da aquicultura, onde o camarão da espécie Litopenaeus vannamei, conhecido como camarão-branco-do-pacífico, tem se destacado por ser uma espécie com grande adaptação à criação em uma ampla faixa de temperaturas e salinidades (PONCD-PALAFOX, et al., 1997).Contudo, com o desenvolvimento da indústria, más práticas de manejo, dietas inadequadas e com a intensificação dos cultivos sem o uso de tecnologias apropriadas, houve o surgimento de enfermidades originadas por patógenos (LIGHTNER, 2011). 
Diversas espécies do gênero Vibrio já foram reportadas como patogênicas para camarão como, V. harveyi (PASHARAWIPAS et al., 2005), V. alginolyticus (VANDENBERGHE, 1998), V. parahaemolyticus (SUNG et al., 1999). Estas bactérias estão presentes na água, possuindo representatividade na comunidade microbiana colonizando assim, o trato intestinal dos camarões marinhos (LIU et al., 2011a). As bactérias do gênero Vibrio são ainda responsáveis pela intensificação de mortalidades associadas a doenças virais como a Mancha Branca (PHUOC et al., 2009).

Além das enfermidades, as variações térmicas representam um verdadeiro desafio para os animais, gerando diversas consequências nos ecossistemas. Para o L. vannamei, estas mudanças de temperaturas fazem com que ocorram uma rápida transcrição e tradução de uma série de proteínas, compensando as perturbações causadas pelo aumento ou diminuição da temperatura no organismo (YENARY et al.,1999). Estas variações contribuem para supressão imunológica do L. vannamei, favorecendo assim surtos de enfermidades (KAUTSKY et al., 2000; THANIGAIVEL et al., 2016). 

Nos últimos anos, a utilização de compostos capazes de aumentar a imunidade dos camarões vem recebendo especial atenção, devido ao sucesso de promover maior proteção imunológica para os crustáceos á exposição experimental com patógenos (TEUNISSEN, et al., 1998; ALBI, et al., 1999). Um exemplo destes compostos são os derivados de microalgas, que vêm sendo aplicadas na aquicultura como forma de aditivo alimentar. As microalgas possuem diversas substâncias como polissacarídeos, vitaminas e presença de alongases e dessaturazes, gerando a produção de ácidos graxos de cadeia longa dos grupos n-3 e n-6 (HARWOOD e GUSCHINA, 2009). A incorporação de algas marinhas na dieta dos camarões tem mostrado resultados promissores (XIA et al., 2012). 

Dentre as microalgas, a Schizochytrium limacinum possui grande capacidade de síntese de biomassa e lipídeos. É classificada como um microrganismo oleaginoso devido ao seu potencial na produção de DHA, sendo 27,20% da serie n3, 54,69% de ácido palmítico e 19,22% de teor de proteína bruta (ALLTECH, 2014). Estes compostos estimulam a ação do sistema imune dos crustáceos, principalmente por origem profilática, aumentando assim, a resistência do hospedeiro contra doenças e situações de estresse (SAKAI, 1999). Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da suplementação dietética com a farinha da microalga Schizochytrium limacinum sobre as análises imunológicas, resistência dos camarões ao choque térmico e desafio experimental com o Vibrio parahaemolyticus.

2- MATERIAL E MÉTODOS
Delineamento experimental

O cultivo foi realizado dentro de uma sala dotada de sistema de distribuição de água salgada oriunda da praia da Barra da Lagoa (Florianópolis, SC, Brasil), aeração (O2>5mg L-1), aquecedores (29,3±0,38°C). Foram utilizados como unidades experimentais tanques circulares de polietileno, com capacidade para 500 litros e volume útil de 400 litros. Cada unidade experimental foi povoada com 25 camarões de peso médio de 4,89± 0,27 g, da espécie Litopenaeus vannamei, adquirida pela empresa Aquatec Aquacultura Ltda (RN), linhagem SPEEDLINE HB12. A ração foi formulada de acordo com as exigências nutricionais para o Litopenaeus vannamei, com a inclusão da farinha de Schizochytrium limacinum em quatro níveis (0%, 0,5%, 1% e 2%). A alimentação foi fornecida de acordo com a tabela de Van Wick e Scarpa (1999), onde os animais foram alimentados com o equivalente a 6% da biomassa, em seguida esta quantidade foi ajustada semanalmente de acordo com as biometrias. Para o procedimento da biometria semanal, todos os animais eram retirados do tanque, contados e pesados, tendo a próxima alimentação ajustada. As alimentações foram fornecidas quatro vezes ao dia (08:30; 12:00, 14:30, 17:00) em sua totalidade nas bandejas de alimentação para posterior checagem do consumo (1,5 h após a oferta do alimento). A renovação de água foi realizada uma vez ao dia, no período da manhã, a uma taxa de 70% do volume total do tanque, com remoção total dos restos de matéria orgânica (fezes, restos de ração e mudas). Durante o experimento o oxigênio dissolvido (5,6 ± 0,2) e temperatura da água (29,3 ± 0,38) foram medidos duas vezes ao dia (08:30 e 16:30) com oxímetro YSI 5908®.  Uma vez por semana, foram analisados o pH (8,37 ± 0,03) com pHmetro YSI 100®,,, a alcalinidade (123,7 ± 4,7 mg/L)  a qual foi medida com por titulação (APHA, 2005- 2320 B), a salinidade (35±0 ppm) com refratômetro (Instrutherm®) e a amônia (<0,7 mg L-1) e o nitrito (<0,01 mg L-1)(STRICKLAND; PARSONS 1972), onde permaneceram estáveis. Depois de três semanas de alimentação com ração suplementada com a farinha de microalga Schizochytrium limacinum, foram realizados o choque térmico, o desafio com o V. parahaemolyticus e as análises imunológicas antes e após a infecção. 
Sobrevivência após o choque térmico
Foi realizado após o período de três semanas, 21 camarões por tratamento foram transportados em recipientes plásticos de 20 L, contendo água a 28°C e transferidos simultaneamente para aquários de 60 L contendo água salgada à 12,5 - 13°C e mantidos por uma hora. A temperatura da água dos aquários foi monitorada de 15 em 15 min. Posteriormente os animais foram transferidos simultaneamente para recipientes contendo água a 28°C e por fim transportados para seus respectivos tanques de cultivo a 29°C. A sobrevivência foi monitorada durante 24 horas após o choque térmico. 
Análises imunológicas
Para obtenção de soro, a hemolinfa dos camarões de cada tratamento foi coletada através de uma seringa (1mL) com agulha (13x0,4 mm), inserida na região ventral do primeiro segmento abdominal dos camarões. Foram feitos três pools de quatro animais por grupo analisado. Para a preparação do soro, a hemolinfa coletada foi deixada coagular por 2 h a temperatura ambiente. O coágulo formado foi quebrado com o auxílio de um bastão de vidro e repetidamente centrifugado a 6.000×g por 10 min. O sobrenadante correspondente ao soro (contendo fatores plasmáticos e celulares) foi removido e congelado a –20°C para uso posterior nos ensaios de concentração proteica e atividade da fenoloxidase. A contagem total de hemócitos (CTH) foi estimada em câmara de Neubauer. Para tal, a hemolinfa dos animais (três pools de três animais por grupo) foi coletada em solução fixadora constituída de 4% de formaldeído em solução anticoagulante MAS (Solução de Alsever Modificada) (336 mMNaCl, 115 mM glicose, 27 mMcitrato de sódio, 9 mM EDTA, pH 7,2) a uma diluição conhecida. A determinação da atividade da PO nas amostras de soro foi realizada colorimetricamente, através da formação do pigmento vermelho coral DOPA-cromo, proveniente da oxidação do substrato enzimático L-DOPA pela PO do soro. Amostras de 50 μL do soro previamente diluído (15x) em TBS (50 mM Tris, 5mM MgCl2, 10 mM CaCl2, 150 mMNaCl, pH 7,4), foram pré-incubadas com um volume igual de tripsina (SIGMA) (1mg.mL-1), indutor da atividade enzimática, durante 5 min a temperatura ambiente, em uma microplaca de 96 poços de fundo chato. Nos controles, o indutor ou o soro forma substituídos por um volume equivalente de TBS. Em seguida, os poços receberam 50 μL de L-DOPA (3mg.mL-1) e a formação do pigmento DOPA-cromo quantificado em leitor de microplacas na absorbância de 490 nm, após 2, 4, 6, 8 e 10 min. A atividade enzimática da PO foi expressa pela variação da absorbância por minuto e por miligrama de proteínas, onde uma unidade da atividade enzimática correspondeu ao aumento de 0,001 na absorbância, por minuto e por miligrama de proteína a 20°C (SÖDERHÄLL & HÄLL, 1984). Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Para determinar o título de aglutininas/lectinas, inicialmente foram depositados 50 µL de uma solução de TBS (50 mM Tris, 5mM MgCl2, 10 mM CaCl2, 150 mMNaCl, pH 7,4) em todos os poços de uma microplaca (fundo em “U”). Em seguida adicionou-se no primeiro poço 50 μL do soro previamente diluído (12x) em TBS, seguindo-se de uma diluição seriada nos poços subsequentes. Por fim, 50 μL de uma solução de eritrócitos de cão a 2% (em NaCl 0,15 M) foram adicionados em cada poço e a mistura incubada por 2 h em câmara úmida a temperatura ambiente. Nos controles, o soro dos camarões foi substituído por TBS. O título aglutinante do soro foi expresso como o recíproco da maior diluição ainda capaz de apresentar aglutinação. Todos os ensaios foram realizados em duplicata. A concentração proteica do soro foi determinada segundo o método de Bradford (1976), utilizando-se albumina de soro bovino (BSA) como proteína padrão. Os ensaios foram realizados em triplicata. 
Infecção experimental
Foi realizado depois de três semanas de alimentação com ração suplementanda com a farinha de microalga S. limacinum, 10 camarões de cada tratamento foram transferidos para caixas de 40L de água (salinidade de 30 ppm). Cada camarão foi injetado no sinus ventral com 25 µLde V. parahaemolyticus diluído em solução salina a uma concentração de 8x107UFC.mL-1 e o grupo controle foi injetado com 25µL de SSE. A sobrevivência foi avaliada 48h após a infecção. Posteriormente, três camarões de cada tanque (um pool de três camarões) foram retirados para coleta de hemolinfa para análises dos parâmetros imunológicos (THC, atividade da PO, título aglutinante do soro e atividade antimicrobiana do soro). A homocedasticidade e a normalidade dos dados foram avaliadas com o teste de Levene e o teste de Shapiro-Wilk, respectivamente. Para os parâmetros hemato-imunológicos foi utilizada a análise de variância (ANOVA one way), seguido do teste de Tukey. Os dados de sobrevivência do choque térmico e infecção experimental foram analisados por Kaplan-Meier. Todos os testes estatísticos foram avaliados com um nível de significância de 5% e foram realizados no Statistica 13 (StatSoft).
2- RESULTADOS E DISCUSSÃO
A capacidade das espécies lidarem com as mudanças está associada à eficácia em modificar os processos de transcrição em resposta ao estresse térmico, como por exemplo, dos genes das proteínas de choque térmico (SOMERO, 2010). Para os animais aquáticos, as respostas ao choque térmico variam de acordo com o ambiente, se esta estável, ou se apresentam diferentes variáveis (TOMANEK, 2008).  As proteínas de estresse termico (HSPs), atuam como chaperonas moleculares e auxiliam no correto dobramento de proteínas durante a tradução facilitando o transporte de proteínas através da membrana em condições normais da célula. Quando os animais estão estressados, as HSPs atuam renaturando e redobrando proteínas que podem ter sido desnaturadas (TOMANEK, 2010).  Além disso, esse estresse sujeita aos organismos ectotérmicos comprometimentos fisiológicos como a integridade da membrana, interrupção da proteína, estresse oxidativo, mau funcionamento da respiração mitocondrial, perda de homeostase iónica e coordenação neuromuscular (HAYWARD et al., 2014). Estes comprometimentos, principalmente a redução de fluidez da membrana prejudica o funcionamento das células, afetando no transporte de nutrientes/íons, imobilizando as protéinas da membrana, mecanismos importantes para a resistência ao frio (PRUITT, 1990; HAYWARD et al., 2014).  A incorporação de ácidos graxos saturados e insaturados, nas dietas, pode melhorar a fluidez da membrana, inclusive para os animais intolerantes ao frio obtendo maior resistência (TEETS e DENLINGER, 2013). Os camarões L. vannamei alimentados com a adição de 0,5% e 1%da microalga S. limacinum na dieta apresentaram melhor sobrevivência ao choque térmico comparado aos tratamentos com adição de 0%. Entre o tratamento 2% e o controle não teve diferenças (Figura 1).
Figura 1: Mortalidade acumulativa do Litopenaeus vannamei alimentados com dietas contendo 0, 0,5, 1 e 2% de Schizochytrium limacinum e a dieta controle sem suplementação, durante 24 horas após o choque térmico. Houve diferenças significativas (P= 0.0001) entre os tratamentos 0,5% e 1% comparados com o controle. O controle apresentou mortalidade significativamente maior (P<0.0001) do que todos os tratamentos.
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Schleder (2017) observou que dietas contendo Sargassum Filipendula não afetou o estado imunológico e contagem bacteriana do L. Vannamei, porém na concentração de 0,5 e 2% de S. filipendula, mostrou sobrevivência significativa para o choque térmico. Mariot (2016) analisou a sobrevivência após o choque térmico do L. vannamei alimentados com dietas contendo concentrações de fucoidana da macroalga Undaria pinnatifida, e como resultado as dietas com concentrações de 0,1% e 0,5% apresentaram maior sobrevivência quando comparados ao grupo controle. Para algumas espécies de peixe, a adição de ARA na alimentação, melhorou o crescimento, sobrevivência, pigmentação muscular e resistência ao estresse (IZQUIERDO et al., 2005). Harel  et al. (2000), informou que níveis mais altos de dieta com adição de ARA poderiam reduzir os efeitos do estresse durante o desafio osmótico em larvas de Morone saxatilis. Muitos estudos mostram que os crustáceos tem a capacidade limitada para sintetizar os ácidos graxos n-6 e n-3.  Eles também têm a capacidade limitada para alongar e desnaturar os ácidos graxos poli-insaturados (PUFA) em ácidos graxos altamente insaturados (HUFA) (KANAZAWA, et al., 1979). Para os crustáceos é de fundamental importância ter em sua dieta suplementos com ácidos graxos para atender as necessidades da taxa de bioconversão. Nonwachai et al., (2010), demonstrou que camarões alimentados com dietas suplementadas de algas marinhas ricas em DHA e ARA, afetou significativamente a resposta imune do camarão e melhorou a resistência do camarão contra V. harveyi. Estes autores sugerem que a capacidade de interação entre o ARA e DHA pode aumentar de acordo com o nivel de insaturação, e que este é o primeiro relatório sobre o efeito benéfico do ARA na imunidade do camarão. A sobrevivência dos camarões alimentados com a farinha da microalga S. limacinum após 48h do desafio contra o V. parahaemolyticus não apresentou diferença significativa (p>0,05) entre os tratamentos (Figura 2). Apesar de não apresentarem diferenças na mortalidade, os camarões de todos os tratamentos apresentaram necroses típicas de vibriose na carapaça, contudo a dosagem utilizada foi inferior para causar mortalidade.  
Figura 2: Mortalidade acumulativa do Litopenaeus vannamei alimentados com dietas contendo 0, 0,5, 1 e 2% de Schizochytrium limacinum e a dieta controle sem suplementação, durante 48 horas após a infecção contra o V. parahaemolyticus. 
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A contagem total de hemócitos (CTH) e a concentração proteica do soro (CP) dos camarões não apresentaram diferença significativa (p>0,05), antes e depois da infecção contra o V. parahaemolyticus (Tabela 3). Cantelli (2009) adicionou polissacarídeos sulfatados da alga marinha Gracilaria birdiae na dieta do L. vannamei, como resultado a CTH dos camarões inicialmente não tiveram diferenças, porém após a infecção com o vírus da mancha branca os hemócitos diminuíram principalmente dos camarões que não foram alimentados com os polissacarídeos sulfatados. Costa (2007) infectou o camarão L. vannamei com o vírus da mionecrose infecciosa, onde mostrou um declínio de hemócitos antes e após o avanço da doença. Assim, a quantidade de hemócitos diminui na presença de agentes infecciosos, como por exemplo, de doenças virais (WONGPRASERT et al., 2003). A atividade da fenoloxidase (PO) foi significativamente superior (p<0,05) no tratamento dos camarões alimentados com farinha da microalga S. limacinum na adição de 2% comparada as adições de 0%; 0,5% e 1% antes da infecção contra o V. parahaemolyticus (Tabela 3). Depois da infecção não houve diferenças. A administração de adição da farinha da microalga S. limacinum alterou a atividade da enzima PO, sendo significativamente superior antes da infecção para os camarões alimentados com a dieta com 2% de farinha de microalga. Com relação à concentração proteica da hemolinfa, que está relacionada com a condição dos cultivos dos camarões, sendo muito utilizada para avaliar o estado de saúde destes organismos (SÁNCHEZ et al., 2001), os valores não apresentaram diferenças significativas. O título aglutinante do soro foi significativamente superior (p<0,05) nos tratamentos dos camarões alimentados com a farinha da microalga S. limacinum nas adições de 1% e 2% comparadas às adições de 0% e 0,5% antes da infecção contra o V. parahaemolyticus (Tabela 3). Após a infecção não houve diferenças significativas. Cantelli (2009) observou que os títulos aglutinantes pouco variaram com os camarões submetidos à infecção com WSSV. Guimarães (2016) utilizou a microalga S. limacinum, em substituição ao óleo de peixe na dieta do L. vannamei. Em seus resultados não foram encontrados diferenças nos parâmetros imunológicos entre os camarões. Por isso, sugere que novos estudos sejam realizados para compreender melhor o efeito da S. limacinum sobre os mecanismos responsáveis pela resposta imunológica e infecção ao V. parahaemolyticus.
Tabela 3: Análises imunológicas antes e depois da infecção experimental com Víbrio parahaemolyticus dos camarões Litopenaeus vannamei alimentados por 21 dias com dietas contendo diferentes níveis de adição (0; 0,5; 1 e 2%) da farinha da microalga Schizochytrium limacinum.
	Antes da infecção

	Tratamento
	CTH

(x106cells mL-1)
	Título aglutinante (log2 x + 1)
	Atividade PO

(min-1mg-1proteína)
	Concentração protéica

(mg mL-1)

	0
	32.8±10.7ª
	10±0 ª
	22±14.2ª
	262.5±22.7ª

	0,5%
	33.6±8.7ª
	11.33±0.6ab
	30.9±22.7 ª
	286.1±52.8ª

	1%
	41.7±2.9ª
	11±0b
	53.8±53.5ab
	278.5±18.9ª

	2%
	39.6±6.6ª
	11.33±0.6b
	32.8±5.9 b
	285.6±16.1ª

	Depois da infecção

	Tratamento
	CTH

(x106cellsmL-1)
	Título aglutinante (log2 x + 1)
	Atividade PO

(min-1mg-1proteína)
	Concentração protéica

(mg mL-1)

	0
	15.0±5ª
	12±1ª
	52.1±13.4 ª
	262.5±26.7ª

	0,5%
	24.2±8.1ª
	12.3±0.6ª
	32.5±36.8 ª
	286.1±15.9ª

	1%
	16.2±4.2ª
	11.7±0.6ª
	58.5±13.8 ª
	278.5±10.8ª

	2%
	22.8±6.3ª
	12±1ª
	45.8±13.4 ª
	285.6±11.8ª


4- CONCLUSÃO
A suplementação da farinha de microalga S. limacinum aumentou a sobrevivência dos camarões ao choque térmico, porém não diferiu nas análises imunológicas e infecção contra o V. parahaemolyticus.
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