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RESUMO

O desenvolvimento da aquicultura estd diretamente relacionado ao crescimento
populacional e a estagnacdo da pesca. Mais de 30 milhdes de toneladas de recursos
pesqueiros sdo utilizados para a obtencdo de 6leo e farinha de pescado (FP), sendo estas
as principais fontes de proteina utilizada na formulacdo de racdes na aquicultura. Os
precos destes ingredientes vém aumentando nos Ultimos anos devido ao crescimento da
aquicultura e diminuicdo dos estoques de espécies forrageiras. Diversos estudos buscam
ingredientes alternativos a FP que possam ser utilizados na formulacdo de dietas para
alimentar organismos aquaticos e assim diminuir a dependéncia da aquicultura sobre a
pesca. Com este intuito foram formuladas cinco ra¢Ges com diferentes percentuais de
substituicdo de FP por farinha da cianobactéria Arthrospira platensis (0%, 25%, 50%,
75% e 100%) para alimentar camardes da espécie Litopenaeus vannamei e assim testar
os efeitos no desenvolvimento zootécnico e a resposta imunoldgica desta espécie. O
estudo foi realizado na Estacdo Marinha de Aquicultura (EMA) da Universidade
Federal do Rio Grande (FURG). Os resultados obtidos neste trabalho foram analisados
estatisticamente com teste ANOVA de uma via e quando houve diferencas estatisticas
as médias foram contrastadas por meio do teste de Newman-Keuls, todos ao nivel de
5% de significancia. Nao houve diferencas significativas para 0 ganho em peso entre 0s
camardes dos tratamentos de substituicdo de 0% até 75%, no entanto apresentou
diferencas estatisticas nos diferentes parametros hemato-imunoldgicos, tanto no nimero
de hemdcitos (granulosos e hialinos) a partir de 25% de inclusdo de cianobactéria.
Foram obtidos menores valores no indice apoptdtico apresentando diferencas
estatisticas significativas para o tratamento 100% de substituicio de FP pela

cianobactéria Arthrospira platensis.

Palavras - chave: Arthrospira platensis, ganho em peso, resposta imunolégica.



ABSTRACT

Aquaculture development is directly related to population growth and stagnation of
fisheries. Over 30 million tons of fish resources are used to obtained oil and fish meal
(FM), which are the main sources of protein used in the formulation of feedstuffs in
aquaculture. The prices of these ingredients have been increasing in recent years due to
the aquaculture growth and the reduction of forage species stocks. Several studies are
seeking for alternative ingredients to FM that can be used to formulate feeds for aquatic
organisms and attempt to reduce dependence on fisheries aquaculture. For this purpose
five diets were formulated with different percentages of FM replacement by
cyanobacteria Arthrospira platensis (0%, 25%, 50%, 75% and 100%) for feeding
shrimp Litopenaeus vannamei. The study was conducted at the Marine Station of
Aquaculture (EMA) of the Federal University of Rio Grande (FURG). The results
obtained in this challenge were statistically analyzed by one-way ANOVA and the
Newman-Keuls test, all at 5% level of significance. There were no significant
differences in weight gain among shrimps of substitution treatments of 0% to 75%, but
haemato-immunological parameters showed statistical differences in the number of
haemocytes (granular and hyaline) from 25% inclusion of cyanobacteria. Lower values
were obtained in apoptotic index showing statistically significant differences for the

treatment 100% replacement of FM by cyanobacteria Arthrospira platensis.

Keywords: Arthrospira platensis, immunology, weight gain.
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INTRODUCAO

Crescimento da aquicultura e da carcinicultura marinha

Dados da FAO (2012) relatam que em 2009 a criacdo de espécies aquaticas em
cativeiro gerou 55,1 milhdes de toneladas, enquanto a pesca aportou 90 milhdes de
toneladas. Naqguele ano, a producdo da aquicultura representou 37,9 % da producéo de
pescado. Welch et al. (2010) estimaram que no ano de 2030, a producdo de pescados
oriundos da aquicultura alcangara 65% da producao mundial.

O Litopenaeus vannamei € o crustaceo mais produzido no mundo, pois tolera
amplias faixas de salinidade e temperatura, além de precisar dietas com menores niveis
de proteina para obter melhores taxa de crescimento comparado a outros camardes
(Briggs et al. 2004). Em 2010, o camardo branco Litopeneaus vannamei representou
71,8% da producdo mundial de todas as espécies de camardes criados, sendo a Asia 0
principal continente em termos de producédo (77,9%), seguido pelo resto das Américas
(12,1%) (FAO 2012). Nos ultimos anos pesquisas desenvolveram novas técnicas de
producdo de camardes, como a utilizacdo de sistemas com zero troca de agua, 0 que
permitiu aumentar os niveis de biosseguranca, aproveitar a produtividade natural desse
sistema e fornecer racGes com menor porcentual de proteinas, tornando assim a
atividade menos agressiva com o meio ambiente devido a reducdo na utilizacdo da
farinha de peixe (FP) (Wasielesky et al. 2006).

O crescimento da aquicultura tem influéncia direta na pesca. Isso ocorre porque
a principal fonte de proteina utilizada para a formulacéo de dietas usadas na producéo
aquicola é a FP (FAO 2012). A utilizacao de farinha e 6leo de peixes pela aquicultura é
uma das objecBes para atingir que a atividade seja mais sustentavel (Boyd & Gautier
2000; Naylor et al. 2000; Boyd 2003).

Pesca e utilizagcdo dos recursos pesqueiros

O aumento da frota pesqueira nas ultimas décadas e a maior eficiéncia das artes
de pesca empregadas ampliou o esforgo pesqueiro ocasionando o esgotamento dos
recursos. Em 2009 a Comissdo Europeia estimou que 88% dos estoques de peixes
marinhos estdo sobre explorados (Thurstan et al. 2010 ). A FAO (2012) afirma que dez
espécies, as quais representam 30% da pesca mundial, estdo totalmente sobre
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exploradas. Sdo sete representantes do Pacifico (Engraulis japonicus, Engraulis
mordax, Engraulis ringes, Scomber japonicus, Theragra chalcogramma, Trichiurus
lepturus e Trachurus murphyi) e trés do Atlantico (Clupea harengus, Micromesistius
poutassou e Pollachius virens).

As autoridades mundiais possuem conhecimento sobre as distintas medidas que
devem ser assumidas para controlar os niveis de esforco pesqueiro e reduzir as pescarias
de pequenos peixes pelagicos (PPP). E imperativo que sejam adotadas politicas para
conseguir que as pescarias atinjam o estado sustentavel, e inclusive possam recuperar o
nivel de individuos que existia na década de 1970, antes do decréscimo nos estoques
pesqueiros (Pauly et al. 2002, Hilborn et al. 2005).

Segundo dados da FAO (2012), 128,3 milhdes de toneladas da producdo de
pescado mundial foram utilizados para consumo humano, o restante (20,2 milhdes de
toneladas) foi utilizado para alimentacdo animal, 75% transformado em farinha e éleo
de peixe. A aquicultura possui papel relevante no mercado da farinha e 6leo de peixe
devido que em 2007 consumiu 62% da producdo de farinha de peixe (Merino et al.
2010). O mercado dos subprodutos de pescado resulta principalmente do processamento
de PPP (Naylor et al. 2009, Merino et al. 2010). A sobre exploracdo dos PPP aumenta o
preco dos subprodutos de peixe e tem efeito negativo nas espécies consideradas topo da
cadeia alimentar marinha e consequentemente na disponibilidade das mesmas para o
consumo humano (efeito “fishing down”).

A FAO menciona em seu relatério que ha quase um bilhdo de pessoas
desnutridas no mundo (FAO 2012). A utilizacdo dos subprodutos de pescado (FP e 6leo
de peixe) poderia ser uma alternativa para sanar parcialmente a fome, no entanto seria
necessario diminuir a utilizacdo dos subprodutos de pescado na formulacdo de racdes
para a aquicultura e outros animais e destina-los para fabricacdo de alimentos para
consumo humano. Um exemplo disto € o trabalho desenvolvido por Silva et al. (2012)
que testaram a utilizacdo da anchoita oriunda do extremo sul de Brasil como alternativa
sustentavel na alimentacdo escolar.

O avanco da aquicultura como fonte principal de pescado tem no uso da FP um
dos maiores impedimentos devido ao alto custo e disponibilidade limitada deste
ingrediente (Diana 2009). A diminuigdo das espécies utilizadas na obtencdo de FP e a
falta de substitutivos eficientes se torna item importante no mercado da aquicultura,
dando aos produtores dos subprodutos de pescado vantagem para poder especular com o

preco do ingrediente (Naylor et al. 2009).



Durante os anos de 2005 a 2008, os precos da farinha e do Oleo de peixe
aumentaram 50% e 130% respectivamente. Esse fato se deve ao aumento do consumo
da farinha e oleo de peixe em decorréncia do incremento da demanda (principalmente
Asia e América do Sul) e pela ocorréncia dos eventos naturais ciclicos, como por
exemplo, o El Nifio, que afeta diretamente a disponibilidade desses ingredientes. A
diminuicdo na pesca de anchova e 0 aumento na demanda de FP durante os anos 2010 e
2011 também provocou 0 aumento no preco da FP (Merino et al. 2010, FAO 2012).
Assim, a procura de ingredientes alternativos torna-se importante para a evolucdo da

aquicultura.

Alternativas para farinha de peixe na formulacéo de dietas para camardes

A FP é a principal fonte de proteina utilizada na formulacdo de ragdes
comerciais para aquicultura (Kiron et al. 2012). Estudos demonstram a importancia do
uso da FP para a alimentacdo de camarfes, por serem uma fonte de nutrientes
essenciais, como aminoacidos, acidos graxos altamente poli insaturados, fosfolipidios,
colesterol e minerais (MclIntosh 2000, Naylor et al. 2009, Tacon et al. 2011).

Dados sobre a utilizacdo da farinha de peixe apontam que a industria da
aquicultura absorveu 53,2% de total de FP produzida (Naylor & Burke 2005; Tacon et
al. 2006). Dentre os organismos produzidos pela aquicultura, a carcinocultura marinha
foi a que mais consumiu FP (27,2% da produgéo total) na formulacdo de ragfes no ano
2008 (FAO 2012).

Diversos testes foram conduzidos quanto a possibilidade de substituicdo de FP
por outros ingredientes nas dietas de Litopenaeus vannamei. Farinha de carne e 0ssos
de frango (Forster et al. 2003), farinha de caranguejo vermelho (Pleuroncodes planipes)
(Goytortlia-Bores et al. 2006), concentrado proteico de soja e de farinha de flocos
microbianos (Bauer et al. 2012), concentrado proteico de arroz (Oujifard et al. 2012), a
utilizacdo de macroalgas como a Gracilaria cervicornis (Marinho-Soriano et al. 2007) e
também o uso de ragbes preparadas com farelos procedente das microalgas
Haematococcus pluvialis (Ju et al. 2012).

O avango na aquicultura esta permitindo a exploracdo de uma nova linha de
ingredientes de origens vegetais terrestres e marinhos (Gatlin et al. 2007). Esses
ingredientes sdo conhecidos como “alimentos ambientalmente amigaveis” com intuito

de manter boa resposta no crescimento das espécies produzidas e menor impacto no
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meio ambiente. Dentre esses ingredientes alternativos diferentes farelos de macroalgas e
microalgas foram testados na dieta do camardo branco atingindo niveis de substituicdo
entre 4% e 50% (Cruz-Suarez et al. 2000; Jaim-Ceballos et al. 2006; Marinho-Soriano
et al. 2007; Hanel et al. 2007; Ju et al. 2012; Kiron et al. 2012). Cruz-Suarez et al.
(2000), obtiveram melhores taxas de crescimento para L. vannamei quando alimentados
com racdo contendo 4% de farinha da alga kelp (Macrocystis pyrifera). Da mesma
forma, Hanel et al. (2007) obtiveram bons resultados no crescimento de camardo
branco. Os quais foram alimentados com racdo que continha 44,7% de proteina bruta
(mistura de ragdo para carpa de baixo conteido em FP e liofilizado de Arthrospira
platensis). Marinho-Soriano et al. (2007) utilizando a alga Gracilaria cervicornis
(Rodophyta) conseguiram bons niveis de crescimento para camardo branco quando se
alterou a metade das proteinas da FP por proteinas provenientes da Rodophyta. Na
pesquisa realizada por Kiron et al. (2012) atingiu-se niveis de 40% de substituicdo de
FP por proteinas das microalgas do género Nanofrustulum (Bacillariophyceae) e
Tetraselmis (Chlorophyceae) sem afetar o crescimento de L. vannamei. Ju et al. (2012)
concluiram que a substituicdo de 50% de FP por farelo de microalga Haematococcus
pluvialis ndo afeta o desenvolvimento do camaréo L. vannamei

A substituicdo da farinha de peixe por outros ingredientes alternativos vai
depender basicamente da natureza do ingrediente, animal ou vegetal e das
caracteristicas dos mesmos. A FP ¢ a fonte de proteinas mais utilizada na formulacdo de
dietas para aquicultura devido sua balanceada composi¢do de aminoacidos essenciais e
palatibilidade (Suérez et al. 2009; Terrazas-Fierro et al. 2010). A FP é uma fonte
balanceada de aminoacidos essenciais, acidos graxos poli insaturados essenciais de
cadeia longa, tipo Omega-3 (&cido eicosapentaenoico, EPA; 20:5n-3), 4cido
docosaexaentico (DHA; 22:6n-3) (Metian & Tacon 2009), e Omega-6 (&cido
araquidénico; ARA; 20:4n-6), os quais estdo ausentes nos principais alimentos
alternativos testados até o momento. Segundo Suarez et al. (2009), encontramos até
90% menos acidos graxos tipo n-3 em concentrado de soja do que na FP.

A cianobactéria Arthrospira platensis apresenta potencial para ser candidata
como fonte de proteina na substituicdo de farinha de peixe (Nandeesha et al. 2001). A
quantidade de lipidios é de aproximadamente 6%, incluindo os lipidios tipo dmega 3
(DHA) e 6mega 6 (acido gama linoléico, GLA) e altas concentragdes de pigmentos (f3-

caroteno) e vitaminas (Moorhead & Capelli 1993). Segundo Usharani (2013), esta
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microalga esta sendo utilizada como suplemento alimentar na dieta de peixes, camarfes

€ aves.

Historia e caracteristicas de Arthrospira platensis

A histdria conta que quando os espanhois chegaram ao México, perceberam que
o0s astecas haviam adquirido habito alimentar baseado num tipo de pasta verde-azulada.
Essa pasta era uma alga que crescia nas beiras dos lagos e era conhecida como tecuiltatl
(Barnett 2005). Este alimento também tem sido até os dias atuais, o principal aporte
proteico na dieta dos Kanembous, habitantes de uma regido do Chade (Margulis &
Sagan 2002).

A. platensis é uma microalga de agua doce da classe Cyanophyceae, ordem
Nostocales (Palmegiano et al. 2008), porém se adapta a agua salgada. A producéo de A.
platensis atualmente apresenta trés modalidades: crescimento de forma natural em
lagos, sistema de producdo em tanques tanto a céu aberto quanto em estufas e sistemas
fechados de bio- reatores (Henrikson 2009). A producéo total mundial no ano 2004 foi
cerca de 45.000 toneladas, liderada pela China, os Estados Unidos do América, a india e
a Tailandia (Habit et al. 2008).

Esta microalga apresenta caracteristicas nutricionais interessantes, pois, possuem
65% de proteina, as paredes celulares dessa classe de cianobactéria sdo compostas por
mucopolissacarideos, dos quais 85% sdo digeriveis para os camarfes (Nates & Tacon
2003). Usharani (2013) mencionam que a composic¢do de aminoacidos das proteinas na
cianobactéria é a de maior qualidade entre os vegetais, sendo superior a composicao da
soja. Outra caracteristica importante € a composicdo dos acidos graxos da A. platensis,
dos quais podemos citar o acido linoléico, &cido gama-linoléico, acido palmitico, &cido
docosaexaenoico, acido araquiddnico (James et al. 2006; Ramirez-Moreno & Olvera-
Ramirez 2006; Pradhan et al. 2012). O contetdo desses acidos graxos na dieta sdo
esséncias ao crescimento, na melhora do fator de conversdo, sobrevivéncia e para a
composicdo muscular em juvenis de camarao branco (Nates &Tacon 2003, Cuzon et al.
2004). A A. platensis além dos macronutrientes citados, apresentam alta quantidade de
vitaminas do complexo B, elevadas concentraces de pigmentos e antioxidantes
(Moorhead & Capelli 1993).

Palmegiano et al. (2005; 2008) reportaram que 0 género de peixe Acipenser

alimentado com dietas que incluem A. platensis atingiram bons resultados no
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crescimento. Jaime-Ceballos et al. (2006) e Jaime- Ceballos & Cerecero (2007)
demonstraram que o farelo de A. platensis melhora a nutricdo das larvas de Litopenaeus
schmiiti e provoca maior efeito na atratibilidade. Além de suas qualidades nutricionais,
a cianobactéria mostra qualidades medicinais que aumentam a resposta do sistema
imune dos ratos (Hayashi et al. 2005), atua de forma eficaz nos tratamentos de cancer
para humanos (Chakdar et al. 2012), e também apresenta melhora no sistema inume de
L. vannamei (Tayag et al. 2010; Lin et al. 2010).

Sistema imunolégico de Litopeneaus vannamei

Os invertebrados marinhos estdo em constante contato, em seu ambiente natural,
com uma grande diversidade de microrganismos, incluindo maltiplos virus, que podem
constituir séria ameaca a sua sobrevivéncia. Contudo, o evidente sucesso desse grupo
zoolégico ao longo dos mais de 500 milhdes de anos de histdria evolutiva confirma a
presenca de um sistema imunoldgico eficiente e capaz de protegé-los contra a invasdo
por agentes causadores de doencgas (Barraco et al. 2008) .

A exemplo de outros invertebrados, 0s crustaceos apresentam apenas um sistema
imune inato, diferentemente dos vertebrados que possuem, além desse, um sistema
imune adaptativo (Barraco et al. 2008). O sistema imune inato se acha desde plantas até
humanos e esta envolvidos no reconhecimento e controle dos estagios iniciais de
infeccdo em todos os animais (Vazquez et al. 2009).

Os principais sistemas de defesa atualmente reconhecidos nos crustaceos sdo: (1)
coagulagdo da hemolinfa; (2) melanizacdo mediada pelo sistema pro-fenoloxidase
(proPO); (3) reconhecimento e aglutinacdo celular mediada por lecitinas; (4) sistemas
antibacterianos, antifingicos e antivirais mediados por peptideos, RNA de interferéncia
e por proteinas de reconhecimento padrdo; (5) producdo de espécies redutoras de
oxigénio e de nitrogénio; e (6) sistema fagocitico e de encapsulamento (Iwanaga & Lee,
2005).

Uma préatica comum, dentro da medicina humana e veterindria, € a utilizacdo de
parametros hematoldgicos e bioquimicos para avaliar as condi¢Ges de saude dos
individuos e para auxiliar no diagnéstico de diferentes enfermidades. Os parametros
hemato-imunoldgicos mais comumente empregados em crustaceos sao: (1) contagem
total e diferencial de hemdcitos, (2) coagulacdo da hemolinfa, (3) atividade da enzima

pro-fenoloxidase (propo) (4) indice fagocitico, (5) produgdo de espécies redutoras de
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oxigénio (ROIs), (6) atividade antimicrobiana, (7) acdo hemaglutinante do plasma e (8)
concentracdo de proteinas totais da hemolinfa (Barraco et al. 2008). O aumento na
resposta imunologica é reconhecido pela determinacéo destes parametros nos crustaceos
que foram tratados com imunoestimulante potenciais (Zhi et al. 2011).

Os hemdcitos sdo componentes principais do sistema imune dos crustaceos e
participam das atividades de fagocitose, encapsulacdo e lises de elementos estranhos
(Johansson et al. 2000). Estes hemdcitos sdo classificados em trés grupos: hemacitos
hialinos, responsaveis pela fagocitose, hemadcitos granulares e hemdcitos semi-
granulares, com a capacidade de encapsular os organismos patégenos (Hose et al. 1990,
Johansson et al. 2000, Jiravanichpaisal et al. 2006, Barracco et al. 2008, Lin et al.
2010). A fagocitose é o centro deste sistema imune com uma série de fatores humorais
como aglutininas que favorecem e aperfeicoam a fagocitose (Wang & Zhang 2008).

A apoptose ndo é considerado como mecanismo do sistema imune, mas sim um
fendmeno fisioldgico que atua frente as situacdes de infec¢do viral ajudando de maneira
efetiva nas primeiras etapas eliminando os virus. Desta forma, avaliar a quantidade de
hemacitos que estdo em apoptose (indice apoptético) indica a capacidade de resisténcia
a infecgdes virais (Roulston et al. 1999; Bitzer et al. 1999). Segundo Liu et al. (2010) a
apoptose é um processo celular utilizado para evitar o desenvolvimento de patdgenos
e/ou remover células desnecessarias e potencialmente prejudiciais para 0s organismos.

A inducdo da apoptose inicia-se em resposta a uma variedade de estimulos,
incluindo as infec¢es virais, e envolvem vérias alteragdes morfoldgicas celulares, como
a condensacdo da cromatina, a fragmentagdo do nucleo, o blebbing da membrana, o
encolhimento celular e finalmente a fragmentacdo da célula em pequenas vesiculas
revestidas por membrana, denominadas de corpos apoptoticos, que sdo em geral
rapidamente fagocitados pelas células vizinhas (Lodish et al. 2000).

A eficiéncia da resposta imune primaria em crustaceos é de suma importancia
para a sobrevivéncia e bom desempenho na criagdo destes animais aquéaticos. A resposta
imune em L. vannamei alimentados com dietas que incluem cianobactéria A. platensis
ndo foi suficiente. Rahman et al. (2006) ndo obtiveram melhora no sistema imune de
juvenis de L. vannamei frente ao sindrome da mancha branca quando alimentados com
ragcBes que incluiam A. platensis. Tayag et al. (2010) e Lin et al. (2010) testaram a
resposta imune dos camardes frente diferentes agentes estressores (infeccdo do vibrio
Vibrio alginolyticus e variacdo de pH, respectivamente) utilizando a técnica de

exposicdo dos camarfes em extrato de &gua quente utilizada para cultivo da
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cianobactéria. Ambas as pesquisas obtiveram aumento na resposta imunoldgica
demonstrada pela rapida recuperacdo nos niveis padrdo de concentracdo de proteinas

totais na hemolinfa e quantidade de hemaocitos granulares e hialinos.
OBJETIVO
O presente trabalho tem como objetivo avaliar diferentes niveis de substituicdo

de farinha de peixe por cianobactéria A. platensis no desempenho zootécnico e 0s

efeitos no sistema imunolégico de camardo L. vannamei.
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Substituicdo da farinha de peixes pela cianobactéria (Arthrospira platensis) na

formulacdo de dietas para Litopenaeus vannamei
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RESUMO

O aumento no consumo de pescado per capita e a diminui¢do dos estoques pesqueiros
estdo tornando a aquicultura o principal fornecedor de pescado para consumo humano.
A utilizacdo de oleo e farinha de peixe como ingrediente principal para ragdes é o maior
entrave para o desenvolvimento da aquicultura. Encontrar ingredientes alternativos para
formulacdo de ragcbes para a aquicultura permitird um crescimento sustentavel desta
atividade. A cianobactéria Arthrospira platensis contem alto teor de proteinas e também
efeito imunoestimulante em mamiferos, peixes e crustaceos. O objetivo da pesquisa foi
avaliar o crescimento do camardo branco Litopenaeus vannamei e seus parametros
hemato-imunolégicos quando alimentados com dietas isoproteicas (~34%)
experimentais que continham 0%, 25%, 50%, 75% e 100% de substitui¢do de farinha de
peixe (FP) por a cianobactéria A. platensis ao longo de 50 dias. No final do
experimento, o peso final dos camardes alimentados com ragdes 100% de substituicao
foi menor, apresentando diferencgas significativas (P<0,05) com os demais camarfes
alimentados com menores taxas de substituicdo. Os pardmetros hemato-imunolégicos
apresentaram diferencas significativas nos percentuais de hemdcitos hialinos e
granulares a partir do nivel de substituicdo 25%. No indice apoptotico também se
obtiveram diferencas significativas, mas s6 no nivel 100% de substituicdo. Os
resultados de crescimento sugerem que a cianobactéria A. platensis pode substituir até
75% da FP. De acordo com os dados obtidos no presente estudo concluimos que a
utilizacdo de cianobactéria A. platensis na formulacdo de racdes melhora o sistema

imune do L. vannamei.

Palavras chave: Arthrospira platensis, parametros hemato-imunolégicos, peso

final, Litopeneaus vannamei.
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ABSTRACT

The increase in fish consumption by humans and declining fish stocks will make of
aquaculture fish’s principal supplier for human consumption. The use of fish meal (FM)
and fish oil as a main ingredient for animal feed is a major obstacle to the development
of aquaculture. The discovery of alternative ingredients for aquaculture feedstuffs will
allow sustainable growth of the activity. Cyanobacteria Arthrospira platensis contains a
high quality protein concentration and also immune-stimulatory proprieties that were
tested in mammals, fish and crustaceans. The purposes of this work were to evaluate the
growth of white shrimp Litopenaeus vannamei and its haemato-immunological
parameters fed experimental diets isonitrogenous (~ 34%), containing 0%, 25%, 50%,
75% and 100% replacement fish meal by the cyanobacteria A. platensis during 50 days.
At the end of the experiment, shrimp’s final weight showed lower development for
animals fed with 100% replacement with significant differences (P <0.05) with other
substitution levels. The haemato-immunological parameters showed significant
differences in the percentage of hyaline and granular haemocytes from 25%
replacement level. The apoptotic index also showed highly significant differences, but
only in treatment of 100% replacement. The growth results of L. vannamei fed with
cyanobacteria A. platensis suggest that could be replaced up to 75% of the FM.
According to the data obtained in this study concluded that the use of cyanobacteria A.

platensis in feed formulation improves the immune system of L. vannamei.

Keywords:  Arthrospira platensis, final weight, immunology, Litopenaeus

vannamei.
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INTRODUCAO

No ano 2011 o uso de pescado como alimento humano atingiu 85%, restando
somente 15% para reducdo a farinha de peixe (FP) e 6leo de peixe (OP) para consumo
ndo humano (FAO 2012). Durante o ano 2008 a carcinocultura utilizou 27,2% FP e
12,9% OP do produzido mundialmente para a formulacdo de ra¢ées (FAO 2012). As
racOes comerciais para camarao incluem normalmente entre 25% e 50% de FP (Amaya
et al. 2007). O futuro desenvolvimento da aquicultura vai estar ligado na utilizacdo de
ingredientes alternativos a FP.

Os precos da farinha peixe tem aumentado em decorréncia do incremento na
demanda (principalmente Asia e América do Sul) e devido & eventos naturais ciclicos,
como por exemplo o El Nifio (Merino et al. 2010). Esses fatores afetam diretamente o0s
estoques naturais de peixes utilizados na producdo de farinha e 6leo (Merino et al. 2010;
FAO 2012).

Segundo Wasielesky et al. (2006), os custos com alimentacdo na aquicultura
podem atingir cerca de 60% dos totais de producdo. Neste sentido, a reducdo dos gastos
de producdo é necessaria, 0 que vem sendo possivel, em parte, gracas a formulacao de
novas ragOes com reduzida dependéncia das proteinas derivadas dos subprodutos de
pescado (Patnaik et al. 2006). Pascual et al. (2004) indicaram que a necessidade de
proteinas para L. vannamei na dieta deve ser mais de 35% pois sdo fontes importantes
de energia para o crescimento e sistema imune do camardo branco. Inimeras pesquisas
vém sendo realizadas visando a substituicdo da FP nas ra¢des para camardes por fontes
proteicas alternativas, como vegetais, subprodutos de origem marinha e avicola (Belay
et al. 1996; Goytortua-Bores et al. 2006; Jaime-Ceballos et al. 2006; Ju et al. 2009;
Cruz-Suérez et al. 2007; Bauer et al. 2012; Oujifard et al. 2012; Ju et al. 2012; Kiron et
al. 2012).

O uso de microalgas na alimentacdo animal aumentou nos ultimos anos (Hu
2004). Uma especie de microalga (cianobactéria) que vem recebendo atencdo é
Arthrospira platensis (Stinzenberger, 1852), a qual é de agua doce da classe
Cyanophiceae pertencente a ordem Nostocale (Palmegiano et al. 2008). Os principais
produtores desta cianobactéria sdo a China e os Estados Unidos de América (Habbib et
al. 2008). Mais de 50% da producdo de A. platensis vem sendo utilizada como
suplemento alimentar na nutricdo animal (Spolaore et al. 2006), devido a sua

composicdo rica em aminodcidos essenciais, vitaminas, minerais, carboidratos e acidos
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graxos: acido gama linoléico (GLA), acido palmitico, acido oleico e acido araquinddico
(ARA) (James et al. 2006; Ramirez-Moreno & Olvera-Ramirez, 2006; Pradhan et al.
2012). Esta cianobactéria também pode ser importante na formulagdo de dietas para
aquicultura porque esta formada por componentes bioativos com atividade antioxidante
(Abdel-Tawwabl & Ahmad, 2009).

Belay et al. (1996) indicaram que a A. platensis poderia substituir mais do 50%
das proteinas na formulacdo de dietas para aquicultura. Cuzon et al. (1981) realizaram
0s primeiros estudos incluindo a cianobactéria A. platensis na formulag&o de ragdes para
engorda de camarfes. Na ocasido, testou-se uma dieta sem e outra com 8% de
cianobactéria para Marsupenaeus japonicus, sendo a dieta que incluia a A. platensis a
qual apresentou melhor desempenho para esses crustdceos. Posteriormente, outros
trabalhos foram realizados com substituicdo parcial de FP por farelo de A. platensis
(FAP) em racOes para diversos organismos, como para Catla catla, Labeo rohita,
Litopenaeus schmitti, Acipenser baeri, Poecilia reticulata e Oncorhynchus mykiss
(Nandeesha et al. 2001; Jaime-Ceballos et al. 2007; Palmegiano et al. 2008; Dernekbasi
et al. 2010; Temouri et al. 2013).

As qualidades da cianobactéria como imunoestimulante é conhecida para
mamiferos (Hirahashi et al. 2002; Henrikson, 2009), porém avaliar o efeito da mesma
no sistema imunoldégico do camardo torna se alvo da atual pesquisa. O estudo do
sistema imunoldgico de L. vannamei € de suma importancia, ja que 0s crustaceos tem
grande susceptibilidade de ser infectados pelos patdégenos que habitam o meio aquético.
O sistema imunolégico dos crustaceos consta unicamente de sistema imune inato, o qual
é responsavel pelo reconhecimento e fagocitose dos patdgenos (Barraco et al. 2008). Os
hemdcitos nos crustaceos sdo o principal mecanismo na resposta imunologica ja que
participam nas fun¢des de fagocitose, encapsulamento, formacéo de nédulos e mediam
na cito toxicologia da célula (Hose et al. 1990, Johansson et al. 2000, Jiravanichpaisal
et al. 2006, Sarathi et al. 2007, Barracco et al. 2008, Lin et al. 2010). Foi utilizado o
porcentual de hemacitos, a concentracdo de proteinas na hemolinfa e a taxa apoptotica
para avaliar o sistema imunologico do camaréo L. vannamei.

O presente trabalho tem como objetivo avaliar diferentes niveis de substituicdo
de farinha de peixe por cianobactéria A. platensis no desempenho zootécnico e 0s

efeitos no sistema imunolégico de camardo L. vannamei.
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MATERIAL E METODOS
Producéo de camardes e formulacéo das dietas

As larvas de camar6es foram adquiridas da empresa Aquatec (Brasil) e recebidas
no laboratério da Estacdo Marinha de Aquicultura (FURG). Essas larvas foram
mantidas em tanque de 10.000 litros com salinidade 34, temperatura 27°C e alimentadas
com racdo comercial durante aproximadamente um més. Logo 300 juvenis de camaréo
L. vannamei com peso inicial médio de 0,7+0,1g foram selecionados para a realizacdo
do experimento durante 50 dias em um sistema estatico de &gua, composto por 15
tanques pléasticos com um volume (til de 310 litros e uma area de 0,35m2. Foram
distribuidos aleatoriamente 20 camar@es por tanque, resultando em uma densidade de 59
camardes/m?. Foi utilizada 4gua marinha com salinidade 34, previamente filtrada em
filtros de 25, 5 e 1 um, clorada com hipoclorito de sédio a 15 ppm e declorada com
acido ascorbico (1 ppm). Posteriormente, a mesma foi tratada com EDTA (20 ppm),
para evitar contaminacdo com metais pesados. Esta agua foi mantida aquecida a 27 °C
em reservatorio de dgua de 10.000 L para posterior utilizagdo nas renovacgdes diarias de
agua do sistema.

A salinidade, temperatura, pH, e oxigénio dissolvido foram mensurados duas
vezes diariamente por meio sonda multiparametros YSI® modelo 556. Amonia, nitrito e
nitrato foram medidas concordando com a metodologias descritas pela Unesco (1983),
Bendschneider & Robinson (1952) e Aminot & Chaussepied (1983), respectivamente.
Alcalinidade foi mantida acima de 100 mg L™ de CaCO; sendo necessaria uma Unica
aplicacdo de 0,05 g L™ de cal hidratada, conseguindo dessa forma manter os niveis de
pH e alcalinidade apropriados para o bom desempenho do L. vannamei de acordo com
Furtado et al. (2011). Estes ultimos parametros foram medidos duas vezes por semana
durante os 50 dias de experimento e mantidos nos padrdes para o bom desempenho de |.
vannamei. O fotoperiodo utilizado foi de 12 horas claro-12 horas escuro. Diariamente,
os tanques eram sifonados para retirada de fezes e mudas, cerca de 30% do volume de
agua de cada tanque renovado.

Foram formuladas 5 dietas com diferentes niveis de substituicdo de FP por FAP
(0%, 25%, 50%, 75% e 100%). As racOes mantiveram-se isoprotéicas e isoenergéticas

com aproximadamente 34% de proteina, 8% de extrato etéreo e 3.800 Kcal/Kg de
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energia bruta (Tabela 1). A composicdo centesimal dos ingredientes e das racoes

formuladas foi analisada de acordo com a metodologia proposta por A.O.A.C. (2000).

Tabela 1. Composicdo (g/100g) dos ingredientes avaliados nas dietas experimentais

para L. vannamei, niveis de substituicdo e composicdo proximal na matéria seca das

ragoes.

Ingredientes Pgtj{ga ?f{gi? Cinzas ENN' Umidade glrtt:rtz
E&:ﬂige A 6693 175 870 20,85 : 1,77
parinyia de 6863 1148 1363 486 7,95 :

Niveis de substituicédo

Ingredientes 0% 25% 50% 75% 100%
Farinha de peixe’ 40% 30% 20% 10% 0%
Arthrospira platensis® 0% 10%  20% 30% 40%
Farelo de soja 5% 5% 5% 5% 5%
Levedura de cerveja 5% 5% 5% 5% 5%
Amido de milho 20% 20%  20% 20% 20%
Farelo de trigo 15% 15%  15% 15% 15%
Oleo de peixe* 2,2% 3.2% 4,2% 5,2% 6,2%
cMmC® 2% 2% 2% 2% 2%
Mistura mineral e
Jitaminica® 1% 1% 1% 1% 1%
Colesterol’ 0,5% 05% 0,5% 0,5% 0,5%
Ca(H,PO,)’ 2% 2% 2% 2% 2%
Celulose’ 7,3% 6,3% 53%  43%  3,3%

Composicdo proximal na matéria seca das racoes
Proteina 36,6% 35,8% 33,9% 33,4% 33,8%
ENN’ 36,9%  37,9% 38,7% 40,3% 40,8%
Extrato etéreo 8,3% 8,3% 6,4% 6,8% 8,3%
Matéria seca 9,5% 5,4% 6,5% 7,6% 10,1%
Cinzas 8,9% 8,9% 8,4% 8,2% 7,1%
Fibras 9,3% 8,6% 8,6% 7,4% 9,3%

27



Carboidrato® 46,2 46,4 45,2 47,7 50,1
Energia bruta (cal/g) 3705,5 3745,9 3786,4 3826,9 3867,4

YENN=100— (proteina bruta+ extrato etéreo + cinzas+ umidade).

? Fornecida pela Escola de Quimica e Alimentos, Universidade Federal do Rio Grande, C.P. 474,
Rio Grande (RS), 96 201-900, Brasil.

® Leal Santos, Rio Grande, RS, Brasil.

* IndUstria e comércio de 6leos vegetais Campestre, Sdo Paulo, Brasil

*CMC ( Carboximetil celulose) Vetec, Duque de Caxias, RJ, Brasil.

® Vitamina A (500.000 Ul/kg), Vit. D3 (250.000 Ul/kg), Vit. E (5.000 mg/kg), Vit. K3 (500 mg/kg),
Vit. B1 (1.000 mg/kg), Vit. B2 (1.000 mg/kg), Vit. B6 (1.000 mg/kg), Vit. B12 (2.000 mcg/kg),
Niacina (2.500 mg/kg), Pantotenato de Calcio (4.000 mg/kg), Acido Félico (500 mg/kg), Biotina
(10mg/kg), Vit. C (10.000 mg/kg), Colina (100.000 mg/kg), Inositol (1.000 mg/kg), Selénio (30
mg/kg), Ferro (5.000 mg/kg), Cobre (1.000 mg/kg), Manganés (5.000 mg/kg), Zinco (9.000 mg/kg),
Cobalto (50 mg/kg), lodo (200 mg/kg).

"VETEC, Duque de Caxias, RJ, Brasil.

& Carboidrato = ENN+ Fibras

Os ingredientes foram moidos com auxilio de um moedor elétrico com malha de
100 pm. Para o preparo das dietas primeiramente foram misturados os ingredientes
solidos e em seguida os ingredientes liquidos (6leo de peixe e agua a 50°C) em
batedeira. ApOs obter uma pasta firme, essa foi peletizada utilizando moedor de carne.
Em seguida foram levadas a estufa com temperatura de 60°C durante 24 horas. O
tamanho dos pellets foi ajustado conforme o nivel de desenvolvimento dos camardes, de
acordo com Jory et al. (2001). As racdes foram armazenadas em sacos plasticos e

conservadas em freezer & -18°C até o momento da utilizacao.

Alimentac&o e célculo dos pardmetros de crescimento

A alimentacao dos camardes foi realizada trés vezes ao dia nos horarios de 8:00,
14:00 e 19:00 horas. A cada 15 dias ao longo do experimento foram realizadas
biometrias para determinar a biomassa/tanque e assim poder ajustar a quantidade de
alimento ofertado de acordo com o relatado por Jory et al. (2001). As taxas de

crescimento e sobrevivéncia dos animais também eram avaliadas apds as biometrias.
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Indicadores de Desenvolvimento dos Camarodes

Para avaliar o desenvolvimento dos animais ao final do periodo experimental
foram avaliados os seguintes parametros: Ganho em peso semanal = (peso final/ tempo
experimento [semanas]); Taxa de conversdo alimentar = alimento seco total fornecido
(9) / ganho em peso umido(g); Taxa de crescimento especifico = (100 x[Ln peso final-
Ln peso inicial] / tempo do experimento [dias]); PER: taxa de eficiéncia proteica =
ganho em peso (g) / proteina fornecida (g); Sobrevivéncia % = (100 x [numero final de
camardes / nimero inicial de camard@es]).

A analise de composicdo proximal do musculo foi realizada na Escola de
Quimica e Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande utilizando um total de 45
camardes (5 por unidade experimental). A concentracdo de proteinas, extrato etéreo,
cinzas e umidade da composicdo de musculo do camardo branco esta descrita no
protocolo da A.O.A.C. (2000).

Estudo do sistema imunoldgico L. vannamei

Ao final do experimento, 5 camardes de cada unidade experimental foram
coletados. A hemolinfa (aproximadamente 45 pL totais por cada tratamento) foi retirada
por pungdo cardiaca, 15uL por tratamento foram corados com a técnica de May-
Grunwald-Giemsa para a quantificagdo de hemacitos. A quantificacdo de hemdcitos foi
realizada em ocular de integracdo de 5 linhas e 25 pontos (Carl Zeiss) segundo Weibel
(1980). Outros 15 pL de hemolinfa foram utilizados para a determinagdo da
concentracdo de proteinas totais na hemolinfa pelo método descrito por Bradford
(1976).

Outra aliquota de 0,5 pL por camardo foi utilizada na preparacdo de 5 extensdes
em laminas, por tratamento. Para avaliar a quantidades de hemdcitos em apotose nas
extensdes foi utilizado o kit ApopTag® Peroxidase In situ (Millipore) "TUNEL
REACTION”, de acordo com Charriaut-Marlangue & Ben-Ari (1995) e Wang & Zhang
(2008).
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Analises estatisticas

O delineamento experimental foi aleatorio e estava composto por cinco
tratamentos com trés réplicas cada. Andlise de variancia uma via (ANOVA) foi
utilizada para verificar o efeito das dietas sobre o desenvolvimento e imunologia dos
camardes, apos serem atendidas as premissas de normalidade pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov e homocedasticidade pelo teste de Levene. Posteriormente foi aplicado o teste

de Newman-Keuls para avaliar se houve diferenga (P<0,05) entre os tratamentos.
RESULTADOS
Parametros fisico-quimicos da agua

A salinidade foi de 34, a temperatura média foi de 27+0,1°C, a concentracao de
oxigénio dissolvido de 5,9+0,25 mg/L e o pH médio de 8,18+1,9. A amoénia total na
agua se manteve em torno de 0,44+ 0,25 mg /L e foi mensurada semanalmente

juntamente com o nitrito (0,015+ 0,01 mg /L) e o nitrato (0,025+ 0,03mg/L).

Tabela 2. Parametros fisico-quimicos da &gua obtidos ao longo do experimento,

representados valores médios + desvio padrdo (n=15) de todos os tratamentos.

S T°CC) O.D(mg/L) pH [NH4"](mg/L) [NO27](mg/L) [NO3](mg/L)

34 27+0,1 59+0,25 8,18+1,9 0,44+ 0,25 0,015+ 0,01 0,025+ 0,03

indices de crescimento e composicdo proximal muscular

Os resultados dos parametros zootécnicos obtidos ao final do experimento estao
apresentados na Tabela 3. Diferencas significativas (p<0,05) ocorreram apenas no
altimo nivel de substituicdo para todas as variaveis, exceto na sobrevivéncia que foi
superior a 90% em todos os tratamentos e ndo apresentou diferencas estatisticas.
Observou-se que a inferior taxa de eficiéncia proteica foi obtida para os camardes

alimentados com as dietas com maior nivel de substituicdo de cianobactéria.
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Tabela 3. Valores médios

+ desvio padrdo (n=3) do peso e indicadores de

desenvolvimento de L. vannamei ao final de 50 dias de experimento.

Dieta Ganhode Ganhode Taxade Taxa de Taxa de Sobrevivéncia
Peso(g) Peso(g)/ Conversdo Crescimento Eficiéncia (%)
semana Alimentar  Especifico Proteica
0 8,92+0,97° 1,28+0,09° 1,61+0,04° 502+0.16% 1,71+0,19% 90,00+1,73
25 8,75+1,10%° 1,25+0,03% 1,62+0,06° 5,09+0,11%® 1,72+0,21*  95,00+1,00
50 8,54+0,97% 1,22+0,04% 1,61+0,02° 5,06+0,13%°  1,76+0,20° 93,30+0,58
75 8,45+0,77% 1,21+0,01% 1,66+0,05° 5,08+0,19° 1,77+0,16° 95,00+1,00
100 7,20+0,85" 1,03+0,05° 1,79+0,05% 4,75+0,13° 1,67+0,18" 95,00+1,00

Letras diferentes na vertical indicam diferencas significativas de acordo com o teste de Newman

Keuls ao nivel de 5%

A Figura 1 mostra o crescimento dos camardes ao longo do tempo (50 dias),
onde podemos observar um menor ganho de peso para os camardes alimentados com
100% de substituicdo de FP por cianobactéria, apresentando diferencas significativas

com os demais tratamentos.

Figura 1. Representacdo do peso de L. vannamei nas biometrias realizadas durante a
realizacdo do experimento expressado em peso médio mais o desvio padrdo dos

diferentes tratamentos.

T Loom

Peso (g)

—==0%
== 25%
== 50%
o —i= 75%
g
1 15 30 50 == 100%

tempo (dias)

Letras diferentes na vertical indicam diferengas significativas de acordo com o teste de Newman

Keuls ao nivel de 5%
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Os camard@es alimentados com as dietas com substituicdo de 25 e 100% de FP
apresentaram menores concentracbes de proteina no muasculo com diferencas
estatisticas. Os camardes alimentados com 100% de substituicdo também apresentaram

menor contetdo de agua (Tabela 4).

Tabela 4. Composicao Proximal do muasculo do camardo na matéria umida.

Dieta Proteina (%) Cinzas (%) Extrato etéreo (%)  Umidade (%)

0  22,23+166%™ 1,83+0,12 3,29+0,63 75,15+0,46%
25  20,56+2,14° 2,02+0,43 3,12+0,23 74,75+0,19°

50 22,58+0,17% 1,83+0,03 3,16+2,23 75,50+0,26°

75 24514072 1,76+0,05 3,41+0,85 74,52+0,08"
100 20,51+0,99" 1,95+0,08 3,63+0,07 74,01+0,15°

Letras diferentes na vertical indicam diferengas significativas de acordo com o teste de Newman
Keuls ao nivel de 5%

Resultados da avaliacdo de parametros imunolégicos

Os resultados dos parametros imunoldgicos avaliados podem ser observados na
Tabela 5. A concentracdo de proteinas na hemolinfa foi estatisticamente superior para
0s camardes alimentados com 50, 75 e 100% de substituicdo da farinha de peixe, em
relacdo aos demais tratamentos. Para os dados de hemdcitos granulosos e hialinos,
observaram-se diferencas estatisticas significativas quando a substituicdo de FP por
FAP foi de 25%, indicando uma maior quantidade de hemdcitos granulosos na
hemolinfa dos camardes alimentados com A. platensis e menor percentual de hemacitos
hialinos. O indice apoptético sé apresentou diferencas significativas nos camardes que

foram alimentados com as dietas com maior nivel de substituicao.
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Tabela 5. Concentracdo de proteinas totais (PrH), porcentual de hemacitos granulosos

(HG) e hialinos (Hh), apoptose celular na hemolinfa de camarfes alimentados com

diferentes niveis de substituicdo da farinha de peixe por Arthrospira platensis.

Dieta PrH (mg/ml) HG (%) Hh (%) Apoptose
0 120,13+0,64" 65,40+0,72° 34,60+0,72° 4,00+1,20°
25 119,66+1,15" 71,27+2,20° 28,73+2.20° 3,93+1,10°
50 125,13+2,00 72,80+2,46° 27.20+2 46° 2.60+0,35%°
75 124,73+1 472 74,67+1,10°% 25,33+1,10° 2,47+0,70 %

100 124,73+2,60° 72,40+2 46 27.60+2 46° 1,73+0,41°

Letras diferentes na vertical indicam diferencas significativas de acordo com o teste de Newman
Keuls ao nivel de 5%

DISCUSSAO

Os resultados de desenvolvimento de Litopeneaus vannamei indicam que é
possivel realizar a substituicdo de 75% da FP pela cianobactéria A. platensis sem
ocasionar comprometimento zootécnico. Os numeros finais dos parametros hemato-
imunologicos conferem que a partir de 25% de substituicdo de FP por cianobactéria 0s
camardes estardo bem preparados imunologicamente frente futura infecgdes.

Diferentes farelos de algas e microalgas estdo sendo testados como alimentos
para camardes (Marinho-Soriano et al. 2007, Ju et al. 2009, Henrikson, 2009) e peixes
tanto de agua doce quanto salgada (Nadeensha et al. 2001, Palmegiano et al. 2005,
Kiron et al. 2012). As microalgas tém sido utilizadas na dieta de camarGes como
atrativos (Jaime-Ceballos et al. 2005, Jaime-Ceballos et al. 2007; Silva-Neto et al.
2012), complemento alimentar (Belay et al. 1996; Cruz-Suarez et al. 2000) ou
substituintes parciais (Cuzon et al. 1981; Jaime Ceballos et al. 2005; Marinho-Soriano
et al. 2007; Ju et al. 2009; Ju et al. 2012; Kiron et al. 2012).

Cuzon et al. (1981) substituindo 8% da levedura lactica por cianobactéria ndo
obteve diferencas no desempenho do Marsupenaeus japonicus. Hanel et al. (2007)
obtiveram bons resultados de crescimento para L. vannamei quando alimentados com
racao de 44,7% de proteina (mistura de racdo de carpa com baixo contetdo de proteina
mais liofilizado de A. platensis). Nos casos relatados anteriormente, observamos que a
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substituicdo das proteinas contidas na dieta pelas proteinas de cianobactéria nao foi alta.
Outras pesquisas realizadas com diferentes micro e macro algas conseguiram substituir
niveis mais elevados de FP (Kiron et al. 2012; Ju et al. 2012). Na pesquisa realizada por
Kiron et al.(2012) atingiu-se niveis de 40% de substituicdo de FP por proteinas das
microalgas Nanofrustulum e Tetraselmis para a espécie L. vannamei sem afetar o
crescimento. Ju et al. (2012) concluiram que a substituicdo de 50% de FP por farelo de
microalga Haematococcus pluvialis ndo afeta o desenvolvimento do camardo L.
vannamei, sendo esse resultado atingido o mais proximo do obtido na presente pesquisa.

A composicdo quimica da cianobactéria A. platensis varia dependendo do tipo
de cultivo (Hu 2004). Belay et al. (1996) mencionaram que a utilizacdo de A. platensis
ou seus extratos oferece beneficios na criacdo de peixes e gado devido a seus efeitos
nutricionais e melhor capacidade de assimilagdo das proteinas. A alta concentracdo de
proteinas de qualidade da cianobactéria é o principal motivo de sua utilizagdo em dietas
(Gurdy et al. 2010), ja que apresenta uma concentracdo proteica de até o 65% e esta
entre 0s organismos com maior contetdo de proteinas da natureza (Henrikson, 2009).

A digestibilidade da proteina que forma parte da cianobactéria € alta devido que
carece de celulose na parede celular (Henrikson, 2009; Temouri et al. 2013). Fato que
pode levar ao sucesso na elevada substituicdo pela proteina de FP quando comparada
com a substituicdo obtida para outras micro e macro algas (Macrocystis pyrifera (12%)
(Cruz-Suarez et al. 2000), Nanofrustulum e Tetraselmis (16,5% e 44,5%
respectivamente) (Kiron et al.2012) e Haematococcus pluvialis (40,3%) (Ju et al. 2012).
Usharani (2013) afirmaram que os aminoacidos que compdem as proteinas da
cianobactéria sdo os de maior qualidade entre 0s vegetais.

A utilizacdo de racdes que incluem alta concentracdo de A. platensis para a
criacdo de animais pode acarretar menores taxas de crescimento (Spolaroe et al. 2008).
No caso dos camardes é conhecido que estdo mais bem adaptados na utilizagdo das
proteinas como fonte de energia (Rosas et al. 2002, Marinho- Soriano et al. 2007),
porém o maior conteido de carboidratos nas racdes de pode ser 0 motivo dessas baixas
taxas de crescimento para os camardes alimentados com racdes de 100% de
cianobactéria.

O estudo da imunologia dos camarfes nos ultimos anos vem tomando
importancia na aquicultura, devido que surtos de doencas provocam a perda total da
producdo. Estresse e mudancas ambientais provocam diminuicdo na quantidade de

hemdécitos, da atividade da fenoloxidase e outras atividades enzimaticas conectadas com
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a imunologia, fato que aumenta a suscetibilidade em crustaceos e moluscos aos
patdgenos (Pan et al. 2008). O sistema imunologico de diferentes espécies melhora
quando utilizamos a cianobactéria como suplemento alimentar (Henrikson, 2009),
porque a cianobactéria inclui componentes como a ficocianina, vitamina A, ferro,
componentes fenolicos e acidos graxos, 0s quais exercem acdes fisioldgicas importantes
no corpo dos animais (Moreira et al. 2011). Pesquisas anteriores indicam que o sistema
imunoldgico do camardo L. vannamei melhora quando sdo expostos ao extrato de agua
quente de cultivo de cianobactéria (Lin et al. 2010; Tayag et al. 2010; Lin et al. 2012).

O componente principal do sistema imunolégico dos camardes sdo 0os hemacitos
(Hose et al. 1990, Johansson et al. 2000, Jiravanichpaisal et al. 2006, Barracco et al.
2008, Lin et al. 2010). Segundo Sarathi et al. (2007) concentra¢cdes menores no numero
de hemdcitos na hemolinfa esta relacionado com organismos que apresentam menor
resisténcia aos patdgenos. No presente estudo, os camardes apresentaram aumento de
10% na quantidade de hemdcitos granulosos quando alimentados com dietas que
continham A. platensis, da mesma maneira foi observado por Tayag et al. (2010). O
aumento de hemocitos se transcreve como efeito imunoestimulante positivo ja que
potencializa as defesas naturais do camardo. Sirirustananun et al. (2011) incluiram
extrato de Gracilaria tenuistipitata na alimentacdo de camardo branco e obtiveram
aumento no sistema imune incrementando a fagocitose e no sistema da profeniloxidase
devido ao aumento nos hemacitos circulantes na hemolinfa.

As peneidinas sdo a familia de peptideos antimicrobianos do crustaceo camarao
branco (Destoemieux et al. 1997). Destoemieux et al. (2000) também indicaram que 0s
hemdcitos granulosos sdo o principal local de sintese e armazenamento do peptideo
peneidina. O peptideo peneidina é a primeira molécula anitmicrobiana achada em
crustaceos peneidos (Rodriguez & Le Moullac 2000), pois apresenta papel importante
na protecdo dos mesmos frente as infeccbes microbianas que estdo particularmente
expostos durante o processo de muda (Destoumieux et al. 2000). Moreira et al. (2011)
destaca que grande numeros de peptideos derivados de proteinas inclusas na
alimentacédo indicam a presencia de propriedades funcionais como a imunoestimulacao.

Avaliar a concentracdo de proteinas inclusas na hemolinfa de crustaceos vai
fornecer informacéo sobre a satde do animal (Lorenzon et al. 2011). A concentracao de
proteinas totais na hemolinfa para juvenis saudaveis de L. vannamei € 120 mg/ml, este
nivel de proteinas na hemolinfa tem relacdo com o nivel de proteinas na dieta

(Rodriguez & Le Moullac 2000), durante esta pesquisa a concentracdo de proteinas
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totais na hemolinfa foi maior para os camardes que foram alimentados com dietas que
incluiam mais de 50% da cianobactéria na formulacdo, mas estas eram isoprotéicas,
podendo demonstrar provavelmente que a proteina da cianobactéria € maiormente
aproveitada na digestdo e convertida em componentes do sistema imunoldgico. Este
aumento na concentracdo de proteinas totais indica melhor desempenho do sistema
imune ja que entre estas proteinas se encontra fundamentalmente hemocianimas,
aglutininas e varios peptideos antimicrobianos como as penaidinas e defensinas (Suzuki
et al. 1990; Kawabata & Iwanaga, 1999).

Segundo Liu et al. (2009) a apoptose permite que as células figuem prontas para
iniciar o processo de morte celular programada frente ameaca de infeccdo viral. Se a
apoptose acontece ao comeco da infeccdo viral provocara que a doenca ocorra devagar,
limitando assim o espalhamento da virose pelo hospedeiro (Leu et al. 2012). Diminuir a
apoptose celular dificulta que as viroses se espalhem pelas células vizinhas
(Rijiravanich et al. 2008). O camardo Monopeneaus monodon comeca a apoptose apos
infeccdo da virose da mancha branca, espalhando a virose e contribuindo na mortalidade
do crustdceo (Wongprasert et al. 2003). Segundo Leu et al. (2012) a expressdao das
proteinas da pro-apoptose vai ser disparada quando os sensores da célula detectam a
entrada de virus. Os resultados obtidos durante a presente pesquisa mostram uma
reducdo no indice apoptotico nos tratamentos onde foi inclusa a A. platensis
favorecendo a imunologia do L. vannamei.

Akira et al. (2011) reportaram que a utilizacdo de algumas algas podem ser
usadas como alternativas medicinais para regular as respostas imunoldgicas porque
incluem polissacarideos que permitem a rapida recuperacdo das inflamacdes
alergénicas. Provavelmente, os bons resultados observados para os parametros hemato-
imunoldgicos decorrem da composicao das microalgas, as quais sdo ricas em compostos
bioativos como horménios de crescimento, micronutrientes (vitaminas e minerais),

aminoéacidos e acidos graxos (Ju et al. 2012).
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CONCLUSAO

A. platensis é um ingrediente eficaz para a substituicdo parcial de FP na
formulac&o de novas ra¢des para L. vannamei, ja que até o nivel de 75% de substituigdo
o crescimento especifico do camardo branco néo foi afetado. A formulacdo dessas novas
dietas com inclusdo da cianobactéria reduz a dependéncia da farinha de peixe, além de
poder abrir novas alternativas na utilizacdo dos subprodutos da farinha de peixe.

A resposta imune foi melhorada com a substituicdo de FP por FAP, mostrando
incremento nos valores de proteinas na hemolinfa, hemdcitos granulosos e reducéo na
taxa de apoptose celular. Assim, € possivel concluir que a inclusdo de farinha de

Arthrospira platensis melhora a resposta imune do L. vannamei.
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