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RESUMO GERAL

Um dos entraves que apresenta a carcinicultura é a ocorréncia de enfermidades, as quais
provocam altas perdas econdmicas podendo atingir toda a populacdo do cultivo. Nos
crustaceos, por ndo apresentarem uma memoria imunolégica, a prevengdo de doencas
torna-se mais dificil, pois dispdem de um sistema imunologico inato, eliminando patdgenos
de maneira inespecifica. Séo varios sistemas envolvidos no sistema inespecifico de
peneideos, podendo ser fatores humorais, celulares, fisicos e quimicos. O 6rgdo linfoide, é
considerado um Orgdo com participagdo nos processos imunoldgicos. Atualmente se
acredita que o orgao linfoide seja local de maturacdo dos hemdcitos, e que pode estar
envolvido diretamente na ativacdo imunoldgica de camarfes. Dessa forma, objetiva-se,
com este trabalho, a ontogenia, quantificacdo morfométrica e ultraestrutural do érgéo
linféide, no camardo branco do Pacifico Litopenaeus vannamei. Os resultados indicaram o
surgimento do 6rgdo em pos larva 6, encontrando-se capacidade fagocitica no final do
periodo de larvicultura. Dados também indicam as afetacdes do 6rgao linféide cultivado em
sistemas de &gua clara e Bioflocos, encontrando-se mais desenvolvidos nos sistemas BFT.
Com o presente trabalho podemos afirmar a participacdo do 6rgdo linféide no sistema

imunoldgico do camardo L. vanammei, especialmente no processo de fagocitose.

Palavras chaves: Litopenaeus vannamei, histologia, imunologia.
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ABSTRACT

One of the obstacles that shrimp farming presents is the occurrence of diseases, which
cause high economic losses and can reach the entire population of the crop. In crustaceans,
because they do not present an immunological memory, the prevention of diseases becomes
more difficult, since they have an innate immune system, eliminating pathogens in an
unspecific way. There are several systems involved in the nonspecific system of penises,
which may be humoral, cellular, physical and chemical factors. The lymphoid organ is
considered an organ with participation in the immunological processes. It is currently
believed that the lymphoid organ is a site of hemocyte maturation and may be directly
involved in the immunological activation of shrimp. Thus, the objective of this work is the
ontogeny, morphometric and ultrastructural quantification of the lymphoid organ in the
white Pacific shrimp Litopenaeus vannamei. The results indicated the appearance of the
organ in post larvae 6, being found phagocytic capacity at the end of the larviculture period.
Data also indicate the affections of the lymphoid Organ cultured in clear water systems and
Bioflocos, being more developed in the BFT systems. With the present work we can affirm
the participation of the lymphoid organ in the immune system of L. vanammei shrimp,

especially in the process of phagocytosis.

Keywords: Litopenaeus vannamei, histology, immunology.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 CARCINICULTURA MARINHA

No Brasil, a carcinicultura marinha teve inicio na década dos anos 70, mas apenas em
meados da década dos 90 foi consolidada, quando foi investido mais recursos nos cultivos
do camardo branco do Pacifico Litopenaeus vannamei. (Boone, 1931). As caracteristicas
zootécnicas de rapido crescimento, eficiente conversdo alimentar, rusticidade, alta taxa de
sobrevivéncia e o pacote tecnologico previamente estabelecido foram imprescindiveis para
a consolidacdo de L. vannamei como espécie predominante na carcinicultura marinha
nacional (Barbieri & Ostrensky, 2002).

Atualmente, L. vannamei, é o peneideo mais cultivado no pais e no mundo (FAO,
2018). Doencas altamente letais e contagiosas tém prejudicado a expansdo da producéo de
camardes no pais. Sao relatados cinco tipos de virus presentes no pais. Um dos mais letais €
0 White Spot Syndrome Virus - WSSV, que provoca a mancha branca no camarao.
Detectado pela primeira vez na Asia em 1993, dois anos depois ja atingia os Estados
Unidos e logo chegou a América do Sul. A doenca aniquilou a producdo do crustaceo no
Ceard em 2017. Em seis meses, 30 mil toneladas de camarBes foram perdidas; o
equivalente a 60% da producdo do periodo. Além do Ceard, a doenca tem afetado criacoes
de camardes no Rio Grande do Norte, Sergipe, Piaui, Paraiba, Pernambuco e Bahia
(ABCC, 2016).

A prevaléncia de numerosas doencas que afetam a inddstria da carcinicultura tem
promovido o desenvolvimento de varias estratégias de manejo sanitario. Algumas incluem
uma maior biosseguranca e utilizacdo de animais livres de patogenos especificos, e em
casos mais extremos, 0 uso de produtos quimicos. No entanto, devido a natureza da
carcinicultura em viveiros ao ar livre, onde a maior parte do camarao de cultivo é produzido
globalmente, muitas vezes o0 manejo na biosseguranca torna-se dificil. De fato, nos sistemas
tradicionais de viveiros, a acumulagdo continua de sedimentos e a subsequente deterioracao
da qualidade da &gua sdo apontadas por incentivar o crescimento de muitos patogenos,
incluindo os vibrios patogénicos (Romano, 2017).
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1.2 CARACTERISTICAS IMUNOLOGICAS DO Litopenaeus vannamei.

Camardes invertebrados ndo possuem um sistema imunolégico especifico como o dos
vertebrados. Para combater infeccdes, elas dependem apenas de suas respostas imunes
inatas, que geralmente sdo caracterizadas como rapidas (de horas a dias), inespecificas e

sem o desenvolvimento de memaria imunolégica (Norouzitallab et al., 2019)

A primeira linha de defesa nos crustaceos ocorre pela presenca de barreiras fisicas e
quimicas. O exoesqueleto representa a primeira linha de defesa presente nos camardes,
formado por carbonato de calcio, quitina e proteinas, e participa em diferentes processos
associados com o sistema imune, para identificacdo e possivel destruicdo de

microrganismos patdgenos (Mylonakis & Aballay, 2005).

Os crustaceos possuem um sistema circulatério aberto onde os nutrientes,
hormonios, oxigénio e células, estdo distribuidos na hemolinfa. Na presenca de um
patdgeno, a defesa dos crustdceos se manifesta por meio de processos mecanicos e
bioquimicos durante a infec¢do e na identificacdo através de células presentes na hemolinfa

e fatores celulares envolvidos na destrui¢do dos pat6genos.

Quando os microrganismos invadem o tecido, os processos proteoliticos tomam
lugar instantaneamente, para iniciar os processos de eliminacdo ou diminuicdo destes
(Vazquez et al., 2009). O sistema imune conta com células efetivas e um sistema humoral
que respondem a invasdes de microrganismos, sendo a resposta humoral envolvida na
sintese e relacdo de varias proteinas de imunidade conhecidas, como por exemplo,
peptideos antimicrobianos, inibidores de proteinases, entre outras (Martin et al., 1985;
Bachére et al., 2004).

A hemolinfa conta com trés diferentes tipos de hemdcitos, definidos como hialinos,
granulares e semigranulares (Martin et al., 1985). Estas células participam em processos de
fagocitose, encapsulacdo, formacdo de nddulos, coagulacido e reparacdo de feridas, e
ativacdo do sistema profenoloxidase (proPO) (Destoumieux et al., 1997; Bacheére et al.,
2000). Os hemdcitos hialinos representam células pequenas e ndo refrativas, com um

pequeno nucleo relativo ao seu citoplasma, ndo possuindo atividade fagocitica. O papel
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principal destes hemdcitos estd relacionada com a coagulacdo (Zhang et al., 2006). Os
hemacitos granulares tém um ndcleo menor e um alto numero de granulos citoplasmaticos,
exibindo atividade fagocitica e armazenam a enzima profenoloxidase. Essas células podem
ser estimuladas por 1,3-glucanos, peptidoglicanos e lipopolisacarideos para gerar
exocitoses e liberagdo de enzimas, com sua funcdo ligada ao encapsulamento, iniciando a
cascata de proPO e a fagocitose. Os hemacitos semi-granulares possuem um grande
nimero de pequenos granulos, como também receptores B-1,3-glucanos. Esse tipo celular
apresenta como principais funcdes a fagocitose, encapsulacdo e coagulacdo (Smith &
Chisholm, 2001; Zhang et al., 2006).

A cascata de coagulacdo, um dos mecanismos imunes dos crustaceos, € responsavel
por evitar a perda de hemolinfa e de ativar os metabolitos oxidativos e a producdo da
melanina, por meio da ativacao do sistema proPO (Kawabata et al., 1996; Sritunyalucksana
& Soderhéll, 2000). Neste processo 0s peptideos antimicrobianos (PAMSs) sdo ativados por
meio dos receptores de reconhecimento, junto com essa ativacdo, € acionado o sistema
proPO, assim, os receptores reconhecem os peptidoglicanos, lipopolisacarideos, e -1,3-
glucanos, presentes nas membranas celulares dos agentes estranhos. Como resultado da
ativacdo do sistema proPO, os agentes estranhos sdo pigmentados pela melanina presente
na hemolinfa ou no exoesqueleto, isso pela reacdo de fenoloxidase e oxidoredutase,

conhecida como Reacdo de Melanizacgdo (Sdderhall & Cerenius, 1998).

A ativacdo do sistema proPO, estimula outros processos do sistema imune como a
fagocitose, encapsulacdo e formacédo dos nddulos (Sdderhdll et al., 1990). A ativacdo destes
processos participa no reconhecimento dos patdgenos, os quais podem ser associados com
padr6es moleculares mediados por proteinas dos crustaceos (Vazquez et al., 2009). Estes
mecanismos sdo ativados por um grupo de receptores (receptores de reconhecimento),
capazes de reconhecer a superficie microbiana, determinada por lipopolissacarideos,

peptidoglucanos e por -1,3-glucano (Lee & Sdderhall, 2001).

Os PAMs, sdo moléculas efetoras do sistema imune inato. S&o uma familia de
substancias multifaceticas com mecanismos complexos de acdo relacionados com a

interacdo com 0 patdgeno a traves de sua membrana, ou afetando alvos internos, como

12
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replicacdo do DNA ou sinteses de proteinas, e interatuando com o hospedeiro com fungdes
imunomoduladoras da regulacdo do processo inflamatorio e de cicatrizacdo (Téllez &
Castafio, 2010). Possuem uma estrutura anfipatica, com propriedades catibnicas ou
anidnicas. Sd8o comumente sintetizados e ativados em presenca de bactérias, virus,
leveduras, parasitos e fungos, e sua producdo e armazenamento, ocorre nos hemacitos
(Hancock & Diamond, 2000). Os PAMs das varias familias de camardes sdo peneidinas,

lisozimas, crustinas, ALFs e estilicinas (Rolland et al., 2010; Tassanakajon, et al., 2010.

1.3 ORGAO LINFOIDE

O orgdo linféide (OL) é encontrado exclusivamente nos camardes peneideos
(Rusaini & Owens, 2010), constituido anatomicamente por 2 I6bulos, cada um localizado
em posicdo ventro-lateral. Os lobulos linféides (fig. 1) estdo em posicdo ligeiramente
dorso-anterior ao I6bulo hepatopancreético ventral (Bell & Lightner, 1988). O tamanho do
orgdo linfoide é inferior 8 2 mm de didmetro em individuos Fenneropenaeus chinensis com
um peso corporal de 12 e 13 cm, podendo o seu tamanho se apresentar maior em uma

infeccdo viral (Shao et al., 2004)
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Figura 1: Corte histolégico do 6rgdo linfoide do camardo L. vannamei. Coloragdo HE 40 X.
Bar = 20 um. Arquivo pessoal Dr. Luis Alberto Romano

Um exame detalhado do modelo vascular do 6rgdo linféide de Penaues monodon
por meio de microscopia eletrdnica de varredura indicou claramente que esse 6rgdo é, na
verdade, a parte terminal das artérias subgastricas que se ramificam da aorta anterior. Os
ramos terminais da artéria subgastrica sdo, os capilares de extremidade cega, cada um com
uma parede espessa que compreende células endoteliais, células estromais e células
capsulares que sdo as células "fixas". Juntos, eles formam o suporte celular que define a
estrutura do tabulo linfoide, enquanto os hemdcitos penetram no endotélio para ocupar 0s
espacos entre as células estromais (Duangsuwan et al., 2008). Além desses componentes
celulares, estruturas elaboradas de tecido conjuntivo também sdo observadas dentro e ao
redor dos tabulos linféides. Esse tecido de suporte ¢ formado por uma extensa rede de
fibras do tipo 1 que sdo incorporadas em uma matriz extracelular. Ambas as estruturas sao
positivas para Acido Periddico de Schiff - PAS, o que implica que sdo ricas em glicogénio
(Brown et al., 2006). A natureza bioquimica desta estrutura de fibra de matriz extracelular

precisa ser mais estudada. Comparando com a matriz de vertebrados, essas estruturas
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combinadas pareciam semelhantes ao componente da membrana basal (Duangsuwan et al.,
2008).

O orgdo linféide dos camarbes peneideos estd envolvido na imunodefesa contra
organismos estranhos (Kondo et al., 1994: Anggraeni & Owens, 2000; van de Braak et al.,
2002), representando o sitio primario de fagocitose (Kondo et al., 1994; Pongsomboon et
al., 2008). Este 6rgdo tem uma funcao de filtracdo e imobilizacdo de agentes estranhos na
hemolinfa, dificultando a passagem de patégenos no sistema circulatorio (Kondo et al.,
1994; Van de Braak, et al., 2002), podendo ainda possuir uma acdo bacteriostatica
(Burgents, et al., 2005), isto se refere a capacidade de retencdo para imobilizar material
estranho da hemolinfa antes que este material entre no sistema circulatorio (Kondo et al.,
1994; van de Braak et al., 2002). O 6rgao também aparece como um local primério para o
acumulo de substéncias estranhas (Kondo et al., 1994; Burgents et al., 2005). Um grande
nimero de genes relacionados com o sistema imunolégico dentro da OL confirma o
importante papel desse 6rgdo no sistema imunoldgico do camardo peneideo (Pongsomboon
et al., 2008).

O 6rgdo, ele pode ser considerado como o maior tecido de defesa antiviral, por meio
da formacéo dos chamados esferdides do 6rgdo linféide (Anggraeni & Owens, 2000). Essa
suposicao foi apoiada pelo trabalho de Cowley et al., (2005) e Rajendran et al., (2006), que
observaram que a carga viral no 6rgao linféide de camarbes peneideos infectados com o

virus Mourilyan é maior em comparacao com outros 0rgaos.

O 6rgédo também é considerado o local de maturagcdo de hemdcitos. Quando ocorre
uma infec¢do, os hemdcitos do 6rgao linféide atuam no tecido, e migram para o local da
infeccdo, circundando o agente patégeno (Owens, 2010) e, a partir dai, fazem uma

encapsulacgdo do patdgeno (Van de Braak et al., 2002).

O orgao linféide provavelmente representa um dos principais orgaos fagocitarios
dos camardes peneideos (Kondo et al., 1994; van de Braak et al., 2002). Este 6rgdo foi
relatado como sendo mais eficiente em fagocitar materiais estranhos do que 0s outros

orgdos avaliados, como branquias, coracédo, glandula digestiva, musculo abdominal e tecido
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conjuntivo, como demonstrado com substancias bidticas (Martin, et al., 1996) e abidticas
(Kondo et al., 1994). A fagocitose bacteriana no interior do érgéo linfoide foi observada em
Sicyonia ingentis injetado com Bacillus subtilis, (Martin, et al., 1996) e em Penaeus

monodon injetado com Vibrio anguillarum, sorotipo O2 (van de Braak et al., 2002).

A atividade fagocitica do OL para materiais abidticos tem sido estudada em P.
japonicus injetado com latex FITC, carbono coloidal e peroxidase de rabano. Varias outras

fungdes imunoldgicas do OL também foram relatadas (Kondo et al., 1994).

A importéncia do presente trabalho é enfocada no entendimento do érgdo linfoide,
descrevendo o desenvolvimento do mesmo no L. vannamei, citado como o principal 6rgao
que atua no processo da fagocitose, processo principal para eliminacdo de agentes

patogénicos no sistema imune inato.
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ONTOGENIA, EXPRESSAO FENOTIPICA DO CD68 E ANALISE
ULTRAESTRUTURAL DO ORGAO LINFOIDE DO CAMARAO BRANCO DO
PACIFICO Litopenaeus vannamei (Boone, 1931).
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RESUMO

Nas ultimas décadas o cultivo de camardes vem sendo afetado por diferentes doencas virais
e bacterianas. Embora esteja sendo estudado o sistema imune de camardes, as informagoes
de sitios de ativacdo de proteinas, processos moleculares e a eficacia de eliminacdo de
patdgenos ainda sdo escassas. Nesse contexto, o orgdo linféide estd sendo motivo de
atencdo nos ultimos anos, no sentido de se conhecer suas possiveis atividades nos animais
diante uma infeccdo viral ou bacteriana. No entanto, sdo escassos os trabalhos que indicam
0s componentes celulares presentes no 6rgdo, assim como o surgimento deste no camardo
branco do Pacifico Litopenaeus vannamei. Neste trabalho objetivou-se descrever alguns
componentes celulares por meio de analise ultraestrutural por Microscopia Eletronica de
Transmissdo (MET) e andlise histoldgica do 6rgdo linfoide em larvas e juvenis do camaréo
L. vannamei. Com os dados obtidos, pode se indicar a presenca do 6rgdo no estagio de pds
larva 6 do camardo, que vem a ser importante no conhecimento da presenca de estruturas de
suporte do sistema imune em camardes desta espécie. Assim como a capacidade fagocitica
nos estagios de pds larva 13 e 18, utilizando o receptor anti-CD68. Além disso, junto com a
MET, corroboramos a existéncia de fagocitoses no OL de juvenis, encontrando estruturas

como fagossomos, as quais sao vitais para 0s processos fagocitarios.

Palavras chaves: histologia, microscopia eletrbnica de transmissdo, imunidade, L.

vannamei.
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ABSTRACT

In the last decades the cultivation of prawns has been affected by different viral and
bacterial diseases. Although the immune system of shrimp is being studied, information on
protein activation sites, molecular processes and the efficacy of pathogen elimination are
still scarce. In this context, the lymphoid organ has been the focus of attention in the last
years, in order to know its possible activities in the animals before a viral or bacterial
infection. However, there are few studies that indicate the cellular components present in
the organ, as well as the appearance of this in the white prawn of the Pacific Litopenaeus
vannamei. This work aimed to describe some cellular components by ultrastructural
analysis by Electron Transmission Electron Microscopy (MET) and histological analysis of
the lymphoid organ in larvae and juveniles of L. vannamei shrimp. With the obtained data,
the presence of the organ can be indicated in the post larval stage 6 of the shrimp, which is
important in the knowledge of the presence of support structures of the immune system in
shrimp of this species. As well as the phagocytic capacity in post-larva stages 13 and 18,
using the anti-CD68 receptor. n addition, together with MET, corroborating the existence of
phagocytosis in the juvenile OL, finding structures such as phagosomes, which are vital for

the phagocytic processes.

Keywords: histology, ultrastructural analysis, L. vannamei.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura de crustaceos contribui significativamente para o desenvolvimento
econémico de muitos paises de areas tropicais, subtropicais e temperadas do mundo. Ainda
segue sendo importante preocupacdo o surgimento de doencas que afetam as espécies
cultivadas que ameagam a sustentabilidade da aquicultura. O desenvolvimento de doencas,
particularmente na criagcdo de camardes (Naylor et al., 2000), resultou ndo somente de uma
intensificacdo da producdo, baseada no progresso zootécnico, mas tambem de distdrbios
ecologicos e ambientais, poluicdo e desequilibrios nutricionais. Tais condi¢oes,
contribuiram para o surgimento de doengas ndo infecciosas e infecciosas. Além disso, a
préatica de transferéncia de ovos, larvas e reprodutores contaminados a nivel nacional e
internacional exacerbou a disseminacdo de muitos patdgenos. Entre os agentes causadores
encontrados na aquicultura marinha, os problemas de doencas virais, bacterianas e fungicas
dominam a tecnologia de produgdo larval de crustaceos. Porém, o funcionamento do

sistema imune de camardes ainda segue sendo estudado (Bachére, 2003).

Camardes peneideos, como outros crustaceos, dependem de seu sistema
imunolégico inato para protecdo contra patdgenos. Este sistema de defesa é baseado em
componentes celulares e humorais que interagem para reconhecer e eliminar
microrganismos estranhos e patogenos (Vazquez et al., 2009). Varios autores tém
trabalhado na quantificacdo de diferentes pardmetros celulares e humorais da resposta
imune de espécies de camardo cultivadas. Entre os indicadores disponiveis e comumente
usados para avaliar a imunidade e o estado de salde de um hospedeiro estdo: geracdo de
intermediarios reativos de oxigénio (ROI), atividade de superdxido dismutase (SOD),
atividade de fenoloxidase (PO) e medicbes de atividade antibacteriana (Rodriguez & Le
Moullac, 2000). No entanto, a maioria desses estudos foi realizada apenas nos estagios de
juvenil e em adultos. Até o momento, pouco se sabe sobre o sistema imunolégico durante a

ontogenia inicial de invertebrados marinhos de interesse econémico (Bachere, 2003).

Um dos problemas para o estudo do sistema imunoldgico nos estagios larval e pos-
larval (fig. 2) € o pequeno tamanho do corpo, 0 que impossibilita estudos diretos. N&o se

pode presumir que nesses estagios eles exibam as mesmas respostas que juvenis e adultos,
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ou que a expressdo de proteinas imunes ocorra no mesmo grau (Smith et al., 2003). H& um
grande numero de doencas que afetam preferencialmente larvas e pos-larvas, com taxas de
mortalidade de até 100% (Aguirre & Ascencio, 2000). Do ponto de vista imunologico,
larvas de camardo e poOs-larvas representam “casos especiais”, e sua suscetibilidade pode
estar relacionada a sua imunocompeténcia. Neste contexto, uma melhor compreensao da
imunidade do camardo durante a ontogenia ajudaria a conceber estratégias eficientes para o
controle de doengas e garantir a viabilidade em longo prazo da aquicultura do camaréo
(Bachere, 2000).

(PL-1; PL-2; PL-3...)

N,

‘Nauplii |

(N-I; N-I; N-HI; N-IV; N-V)

Figura 2: Ciclo de vida do L. vannamei, (Martin et al., 2012).

A larvicultura, em condicdes de criacdo inadequadas, como alta densidade larval, e
excesso ou ma qualidade alimentar, estdo associadas a mortalidade larval, favorecendo a
contaminagdo com cepas patogénicas. O estabelecimento do manejo sanitério e selecdo de
camardes mais resistentes a doencas envolve a caracterizacdo de efetores do sistema

imunoldgico e a compreensdo das reacfes de defesa a infeccBes e estresse, durante o
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desenvolvimento. De fato, as dificuldades no controle de doengas na aquicultura marinha
vém em parte das diferencas na suscetibilidade dos animais (de larvas a adultos) e da
diversidade de patogenos que os afetam em cada estdgio de desenvolvimento. Até o
momento, pouco se conhece sobre a ontogenia do sistema imune em larvas de camardes

marinhos de interesse econdmico (Bachére, 2003).

1.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

A microscopia eletrénica de transmissdao (MET) é uma ferramenta importante na
demonstracdo da ultraestrutura de células e tecidos, tanto em condi¢es normais quanto em
doencas. O principio fundamental subjacente ao MET € que os elétrons passam através da
secdo para dar uma imagem do espécime. O feixe de elétrons s6 é capaz de penetrar uma
secdo de resina efetivamente a uma profundidade de aproximadamente 100 nm, entdo para
obter uma imagem de alta qualidade e otimizar a resolugdo do instrumento, é necessario

seccionar o tecido a uma espessura de cerca de 80 nm (Stirling & Woods, 2002).

O avango acelerado do conhecimento cientifico e tecnoldgico permitiu que a
microscopia eletrdnica tivesse uma grande capacidade de andlise ultraestrutural em
organelas, células, tecidos e materiais inorganicos; e foi possivel a obtencdo de imagens até
qguase um milhdo de vezes, com uma resolucdo de 1,4 A. Isso facilita o conhecimento
ultraestrutural dos materiais e sistemas biologicos, ajudando a entender melhor o seu
funcionamento (Hernandez-Chavarria et al., 2002). Em invertebrados, essa ferramenta ja
foi usada para analisar ultraestruturalmente o 6rgdo linféide de P. monodon, neste caso, a
analise ajudou na composicdo dos tubulos do 6rgdo linféide, e no reconhecimento das

estruturas celulares préprias do érgdo (Duangsuwan et al., 2008)
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1.2 IMUNOHISTOQUIMICA

A técnica de imunohistoquimica surgiu pela primeira vez durante um diagndstico
histopatolégico por volta dos anos 70, em seguida sofreu uma enorme expanséo a partir da
descoberta e aplicacdo dos anticorpos monoclonais, 0s quais acrescentaram precisdo e
especificidade (Ciocca & Bjerche, 1986). Sendo um ramo da técnica histoldgica voltada
para deteccdo de antigeno em tecidos, é extremamente Gtil como método diagndstico. A
imunohistoquimica usa anticorpos para identificar antigenos (marcadores) nos tecidos.
Com essa técnica é possivel visualizar uma reacdo antigeno/anticorpo, especifico em uma

celula ou tecido, tanto com microscopia Optica como eletrénica (Romano, 2008).

Muitas proteinas animais se mantém conservadas durante a evolucdo, por existir
reatividade cruzada entre diferentes espécies. A glicoproteina CD68 € um membro da
familia de proteinas transportadoras de membranas plasméticas lisossdmicas - lamp
(lysosomal-associated membrane protein) (fonte), que inclui macrosialina de camundongo
(Holness et al., 1993), lamp 1 humana (Fukuda, 1991), galinha lep100 (Zot & Fambrough,
1990) e Igp 120 de rato (Howe et al., 1988). Devido a sua localizacdo particular, as
glicoproteinas da lamp sdo encontradas como componentes da membrana plasmatica do
complexo vesicular endoexocitico caracteristico da atividade lisossomal de animais vivos.
A proteina CD68 é mais abundante do que outros componentes da lamp na membrana do
sistema mondcito-macréfago, representando assim um marcador molecular (Martinez-
Pomares et al., 1996). Entretanto, além do sistema mondcito-macréfago, o dominio
intracelular de proteina CD68 possui uma sequéncia de 10 aminoacidos involucrada no
processamento do material antigénico internalizado por pino-fagocitoses ou como
alternativa, na protecdo da membrana vesicular dos vactolos lisossomais do ataque de

hidrolases (Holness, & Simmons, 1993).

O sistema imune também se caracteriza pela presenca ou auséncia de proteinas na
célula, neste casso, a familia das proteinas CD68 estdo dentro das proteinas de importancia
imunologica, e tem como fungédo a interceptacdo de restos celulares fazendo o papel de
receptores e sinalizadores para a ativacdo de processos de fagocitoses mediando o

recrutamento e ativacdo de macrofagos em animais com sistemas imunol6gicos mais
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complexos. A deteccdo e a quantificacdo da expressao fenotipica de proteinas CD68 tém
sido considerada um indicador do status imunolégico, principalmente em humanos e outros
mamiferos. Dessa forma, o anticorpo CD68 € comumente considerado como um marcador
seletivo para mondcitos e macrofagos humanos marcando especificamente celulas onde
haja lisossomos em abundancia, caracteristica também encontrada em hemocitos
(granuldcitos) (Gottfried et al., 2008).

O 6rgao linféide pode ser considerado como parte do sistema de defesa do peneideo
L. vannamei, no entanto as estruturas que pertencem ao OL sdo pouco estudas, e para
entender as premissas sobre a capacidade fagocitica do mesmo, estudos ultraestruturais

podem ajudar no entendimento do 6rgdo, assim como 0 momento de seu surgimento.
2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a ontogenia, ultraestrutura e a capacidade fagocitica do 6rgao linféide no

camarao L. vannamei.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever o surgimento do 6rgdo linféide em camardo do pacifico L.
vannamei;

e Descrever a presenca do receptor do anticorpo anti-CD68 em 6rgéo linféide
de pos-larvas de L. vannamei;

e Realizar analise ultraestrutural por Microscopia Eletronica de Transmissdo

(MET) do 6rgdo linfoide, em juvenis de L. vannamei.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 LOCAL DO EXPERIMENTO

Os experimentos, juntamente com as analises, foram realizados na Estacdo Marinha
de Aquacultura (EMA-FURG), do Instituto de Oceanografia (I0) da Universidade Federal
do Rio Grande — FURG, no Laboratério de Imunologia e Patologia de Organismos
Aquaticos (LIPOA), e no Laboratério de Carcinicultura, localizados no balneério Cassino,
cidade do Rio Grande - RS, Brasil.

3.2 MATERIAL BIOLOGICO

Nauplios de camardo foram adquiridos do laboratorio Aquatec (Rio Grande do
Norte, Brasil), e transportados para a Estagdo Marinha de Aquacultura, onde foram
mantidos desde o estagio nauplio V até o estagio pos-larval (PL) no setor de larvicultura de

camardo marinho da Universidade Federal do Rio Grande.

Para as anélises experimentais foram utilizados desde nduplios até PL 21, e juvenis

de L. vannamei.

As larvas foram alimentadas quatro vezes ao dia, de PL1 a PL10, duas vezes com as
racbes comerciais Flake e StressPak (INVE®) e duas vezes com nauplios de Artemia sp.
De PL10 a PL20, foram alimentadas cinco vezes ao dia, duas vezes com Flake-INVE®,
duas vezes com a racdo comercial de viveiro PL40-GUABITM e Artemia sp. congelada
uma vez ao dia. Apds a fase de PL20, a racdo PL40-GUABITM foi oferecida quatro vezes
ao dia e nauplios de Artemia sp. congelados foram oferecidos uma vez ao dia.
Complementarmente, microalga Chaetoceros muelleri foi inoculada nos tanques, na
concentracdo de 5 x 104 células mL™. Contagens diarias foram realizadas para manter essa
concentragdo inicial. O regime alimentar foi adaptado da FAO (2004). Também foi
aplicado diariamente o probiético (Pro-W INVE®) (1,0 ppm).

Os juvenis de L. vannamei utilizados foram coletados de um prévio experimento. Onde
foi utilizada uma densidade de 300 camardes/m?, com duragdo de 12 semanas de cultivo. O

peso médio inicial dos animais experimentais foi de 0.04 gramas, e o peso médio final foi
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de 6 gramas. Os animais foram alimentados duas vezes ao dia com uma ragdo de 38% de

proteina bruta.

3.3 ANALISE HISTOLOGICA

Foram coletadas diariamente durante todo o periodo de larvicultura 5 larvas, e
fixadas na solucdo de Davidson, composta de acido acético, formol, &lcool 95% e agua
destilada. Apds 6 horas, foram transferidos para alcool a 70%. Posteriormente foram
submetidas ao processamento histolégico, onde os tecidos foram desidratados através de
concentragOes ascendentes de etanol, diafanizados em xilol e incorporados em parafina. Os
blocos histolégicos com tecido foram cortados no micr6tomo (LEICA RM2245) em
espessura de 3um. O tecido foi corado com hematoxilina e eosina (HE). Apds serem

coradas, as laminas foram observadas por microscopia éptica (Nikon, Eclipse E200).

As imagens com os cortes histolégicos foram digitalizadas para analise
morfométrica com microscépio Primo Star Zeiss e camera digital AxioCam ERc5s. A

analise das imagens foi realizada por meio do software AxioVision 4.8.2.0.

3.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

Pequenos fragmentos de tecido do o6rgao linféide de juvenis de L. vannamei foram
cortados em blocos de 1 mm e imediatamente fixados em glutaraldeido tamponado com
fosfato (pH 6,9 a 4 ° C), lavados em solucdo de Millonig e pos-fixados em tetroxido de
6smio a 1%; os blocos de tecido foram entdo desidratados numa série graduada de etanol-
acetona, imersos em Oxido de propileno e embebidos em Durcupan ACNI (Fluka Chemie
A.G., Suica). Cortes finos foram cortados com ultramicrétomo LKB e duplamente corados
com acetato de uranila e citrato de chumbo antes do exame em um microscopio eletrénico
Jeol JEM-8T (Jeol, Toquio, Japéo).

Foram utilizados camardes juvenis pela dificuldade do analises, posto que para a
realizacdo do mesmo, sdo necessarias mostras precisas milimétricas de tecido, neste caso do
OL.
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3.5 IMUNOHISTOQUIMICA

Na imunohistoquimica realizada no 6rgdo linféide foram utilizados 0os mesmos
animais processados para as andlises histoldgicas. Apds a desparafinizacdo e hidratacao, os
cortes foram lavados com agua (5min), em seguida expostos a uma solucao de peroxido de
hidrogénio a 1% em metanol durante 30 minutos para bloqueio da atividade da peroxidase
enddgena e lavada em tampéo fosfato salino (PBS), pH 7,2, por 20 minutos. Em seguida
foram incubadas com albumina sérica bovina (3%) em PBS (BSA, type V Sigma
Chemical®, Saint Louis, Mo, USA) durante 40 minutos. Os cortes foram incubados em
camara Umida (30 min) com um anticorpo monoclonal anti- CD68, (Ventana Medical
Systems, USA) de uso humano, colocados em uma diluicdo em PBS 0.4 pg/mL, em
seguida lavados em PBS e inoculados (45 min) com o complexo avidina-biotina-
peroxidase, segundo metodologia de Hsus (1981). Posteriormente os cortes foram
incubados com solucgéo 0,1% diaminobenzidina (Sigma), desidratados e contrastados com
hematoxilina, e entdo as laminas foram montadas com balsamo de Canada (Sigma) e

examinadas em microscépio éptico.

4 RESULTADOS

Na Figura 3 se observa a localizacdo do 6rgdo linféide no camardo L. vannamei.

Figura 3: Corte histoldgico de pos-larva 15 de camardo L. vananmei.
Localizagdo do 6rgao linfoide (seta). HEP: Hepatopancreas. Coloracao HE
10X. Bar = 100 um.
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235 4.1 ONTOGENIA

236 O surgimento do 6rgéo linféide foi observado a partir de pos-larva 6 (figura 4). No
237  entanto, cortes histoldgicos em pds-larva 5 (figura 3) apresentaram vestigios do érgéo sob a

238  forma de células dispersas.

239

240 Figura 4: Vestigios do 6rgdo linféide (seta) observado em pos-larva 5 de L. vannamei.
241 Coloracao HE 40X. Bar = 20 pm.

242

243 O perfil de desenvolvimento do 6rgéo linféide de L. vannamei é observado na figura

244 5 (observam-se apenas alguns estagios), assim como os componentes celulares proprios de
245 um OL mais desenvolvido, formacdo de esferdides, tecidos epiteliais e hemdcitos.

246 Sao apresentadas as comparagfes nos diferentes estdgios de vida do camardo,
247  durante a fase de larvicultura. Desde o vestigio do 6rgdo com células dispersas, até as
248  primeiras formacOes de esferoides tipicos do 6rgao.
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250  Figura 5: Orgdo linféide de pos-larvas de L. vannamei (setas). OL encontrado em PLS6,
251 sendo observado o provavel inicio de formacgdo do 6rgdo em PL 5. Em PL 18, o 6rgdo ja
252 apresenta limen bem diferenciado e o esferdide mais desenvolvido. a: PL 5; b: PL 6; c:
253  PL7;d: PL 13;e: PL 15; f: PL 18. Coloracdo HE 40X. Bar = 20 pm.

254
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4.2 EXPRESSAO FENOTIPICA DE CD68

A possivel capacidade fagocitica pode ser observada com a imunomarcacdo do
anticorpo CD68 em OL de larvas (fig. 6 e 7).

b ] L2 L \ "3 <

Figura6: rgé |n(’)id de pos-1

Figura 7: Orgdo linfoide de pds-larvas de L. vannamei (setas). i: PL 18; j: imunomarcagio

CD68. Coloragdo HE 40X. Bar = 20 pm.
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4.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Com a finalidade de identificar as estruturas celulares no 6rgdo linfoide, foi
realizada andlise ultraestrutural do orgao linfoide de juvenis de L. vannamei, quando

atingiram um peso médio de 5 g. Nas imagens abaixo sdo observadas as diferentes

estruturas que compdem as células no OL.

P SRR AL R i e ik e
Figura 8: MET do 6rgdo linféide. k: células redondas com nucleos grandes (seta).
Células fusiformes, com restos de coldgeno (aparentemente células de sustentacdo).
3200x. 1: Fagossoma na superficie da célula (seta), células com granulos (seta longa).

Na figura 8 observa-se o processo de fagocitose e a presenga de mitocondrias. Sao
observadas projegdes celulares voltadas para o seio hemal, as quais s3o caracteristicas de

boa capacidade fagocitica.

Na figura 9 e 10 sdo observadas estruturas proprias do o6rgao linféide, como a
presenca de granulos, mitocdndrias, cromatina periférica e nucleo central. Além de

desmossomos, complexo de Golgi e um seio hemal.
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Figura 9: MET do 6rgdo linféide. m: material fagocitado. 20000x; n: Projegdes

279
periférica (seta longa). 30000x; p: G: complexo de Golgi, S: seio hemal,
desmossomos (setas). 11000x.

280

281 O reticulo endoplasmatico rugoso ¢ visualizado na figura 11, além de invaginagdes,

282 o que indica maior facilidade para fagocitar.
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11000x; r: ribossomos citoplasmaticos (seta). 13000x.

5 DISCUSSAO

O sistema imune de peneideos vem sendo estudando, visando uma melhor
compreensdo do papel do sistema imunoldgico dos crustdceos contra patdogenos. No
entanto, o conhecimento dos mecanismos moleculares e celulares do sistema imune
associados ao reconhecimento e eliminacdo de patdgenos ainda é escasso. Ainda sdo
necessarios mais estudos sobre a ativacdo de mecanismos genéticos associados ao sistema
imune inato, especificamente do camardo, além do sistema proPO, proteinas de adesdo
celular peroxinectinas, proteinas de reconhecimento, proteina de ligagdo a B 1,3-glucano
(GBP) e formacao e ativacdo de hemacitos e sua sintese proteica (Aguirre-Guzman et al.,
2009). Na busca do conhecimento de outras estruturas presentes na eliminacdo dos
patogenos, o presente trabalho abordou a presenga e importancia funcional do 6rgdo

linfoide em L. vannamei.

Neste trabalho foi observada a presenca do OL na fase de PL 6, o que poderia
indicar que neste estagio o sistema imune comeca a ser funcional, uma vez que pesquisas
indicam que o OL é um 0rgédo presente nos processos de eliminacdo de patdgenos e de
maturacdo de hemdcitos (Hose et al., 1992; Kondo et al., 1994; van de Braak et al., 2002;
Pongsomboon et al., 2008).
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J& na fase de PL 15, o 6rgdo apresenta um maior nimero de componentes celulares
préprios de um OL mais desenvolvido, como a formacéo de esferoides, tecidos epiteliais e
hemacitos. Importante salientar que nesse estagio 0s animais sdo postos a diferentes tipos
de estresse, por exemplo, comeca-se a baixar a salinidade, sendo entéo transferidos aos
diferentes sistemas de cultivo, como viveiros, estufas, sistemas com temperaturas baixas, e
altas densidades de estocagem, ou a cultivos com carga bacterina alta, como o sistema de
biofloco (Samocha et al., 1998; ABCC, 2005; Wang & Chen, 2006; Samocha et al., 2007).
Diante disso, a presenca do 6rgdo nas fases finais da larvicultura, pode indicar que o0s

camardes nessa fase ja estdo preparados para diferentes tipos de estresse.

O o6rgdo linféide de peneideos muda de tamanho durante os estagios de
desenvolvimento do camardo. OL tende a mudar de tamanho, sendo menor nos estagios de
pos-larva. Segundo Nakamura (1987), o OL de Marsupenaeus japonicus apresentou uma
diminuicdo em tamanho relativo do 6rgdo entre as PL 4 e 20. O autor sugeriu que uma
diminuicdo no OL indica que nesses estagios as larvas sdo mais vulneraveis a patdgenos
infecciosos. No presente trabalho ndo se abordou as oscilagcdes em area do OL, pelo que se
precisaria de estudos completares que indiquem se efetivamente o OL em L. vannamei,

apresenta a mesma condic¢do antes citada.

Na analise imunohistoquimica do OL foram obtidos os primeiros dados da
imunomarcagdo com anticorpo primario CD68, marcador de células seletivo para
monocitos e macrofagos humanos, que marca especificamente células abundantes com
lisossomas. A abundéncia de lisossomos também ¢é caracteristica em hemaocitos
(granuldcitos) (Gottfried et al., 2008).

A familia das proteinas CD68, se situa dentro das proteinas de importancia
imunoldgica, apresentando como funcéo a intercepcao de restos celulares, exercendo dessa
forma o papel de receptores e sinalizadores para a ativacdo de processos de fagocitose,
mediando o recrutamento e ativagdo de macréfagos em animais com sistemas imunoldgicos
mais complexos. Sua deteccdo e a quantificacdo da expressdo fenotipica tem sido
considerada um indicador do status imunolégico principalmente em humanos e outros

mamiferos (Gottfried et al., 2008). Neste caso, podemos citar que o CD68 encontrou sitios
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de adesdo, marcando areas com atividade fagocitica no 6rgéo linfoide, podendo indicar que

0 CD68 é uma proteina conservada filogeneticamente em camardes.

Com os dados obtidos, esta pesquisa aporta informacdo relevante na funcdo
imunoldgica do 6rgdo linfoide, e corroborando a importancia destes, a analise
ultraestrutural por meio de MET indicou sinais de funcdo fagocitaria, demonstrando
importancia do OL no ponto de vista imunologico. Nas imagens de MET foram
encontrados ribossomos nas células do 6rgao, e sdo nos ribossomos onde os peptideos
antimicrobianos (PAMs) séo sintetizados. Eles participam no sistema de defesa contra
diferentes patdégenos como bactérias, virus e fungos. Alguns dos PAMSs eliminam
patogenos de forma direta, enquanto outros atuam indiretamente através da modulacédo de

sistemas de defesa do hospedeiro (Fox, 2013).

Exemplos de organelas de sintese e secrecdo, o reticulo endoplasmatico rugoso
(RER) e complexo de Golgi e, dependo da quantidade deles pode existir pobre ou
abundante atividade metabdlica (Raisz & Rodan, 1998; Sodek & Mckee, 2000). Ligado a
superficie externa de muitas partes do reticulo endoplasmético, h& um grande nimero de
minusculas particulas granulares conhecidas como ribossomos. Quando essas particulas
estdo presentes, o reticulo é chamado de reticulo endoplasmatico rugoso. Os ribossomos
sdo formados por uma mistura de RNA e proteinas e sua funcdo € sintetizar novas

moléculas de proteina na célula (Guyton & Hall, 2006).

Metchnikoff, 1880 em Rojas Espinosa & Arce Paredes (2003), verificou que a
funcdo de células fagocitérias foi essencial para a sobrevivéncia de todas as espécies do
reino animal. Em organismos unicelulares como os protozoarios, a funcdo fagocitaria é o
unico meio pelo qual esses organismos adquirem sua comida. A capacidade fagocitaria
dessas células melhorou ao longo da evolugdo e permanece nos animais mais evoluidos,
embora hoje a funcdo dos fagocitos deixe de ser preponderantemente nutricional, se
tornando um mecanismo eficiente de protecdo inespecifica contra agentes infecciosos e
eliminacdo de celulas mortas ou senis. Cada estigio do processo fagocitico (migracéo,
reconhecimento do que pode e deve ser ingerido, endocitose e destruicdo de particulas)

segue sendo estudado, como por exemplo, componentes moleculares e novas vias
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metabdlicas continuam sendo identificadas (Rojas Espinosa & Arce Paredes, 2003). Os
fagossomos presentes nas células que compdem o OL, observados neste trabalho por meio
de MET, sdo vesiculas citoplasmaticas delimitadas por membranas, e sdo formados por
invaginagdes de material fagocitado, os quais podem se ligar aos lisossomos e assim em
conjunto digerir o material fagocitado Na MET de tecidos de juvenis de L. vannamei foi
encontrada uma abundante proliferacdo de fagossomos, que juntamente com a

imunomarcacao com anticorpo CD68, indicaram a capacidade fagocitica do 6rgao linfoide

6 CONCLUSAO

No presente trabalho, foi observado o surgimento do 6rgéo linféide em PL 6. No
entanto, um estagio antes (PL5), apresenta-se vestigios do OL. Também, verificou-se que
larvas de camardo L. vannamei no estagio PL 13 contam com capacidade fagocitica, e 0 OL
comeca a ser funcional. Essa caracteristica pode contribuir com menores taxas de
mortalidades no final da larvicultura, uma vez que, nesse estagio os animais poderdo estar

mais aptos ante invasdes patogénicas ou ambientes estressores.

Também podemos assumir o papel da fagocitose no OL por meio da MET e a
imunohistoquimica. Na MET, foram encontradas estruturas préprias do sistema fagocitario
e, com esses dados, corrobora com as informacdes ja citadas sobre a possivel fun¢do do OL
no processo de fagocitose. Por meio de imunohistoquimica, foi demonstrada a marcacéo do
OL com o anti- CD68, indicando que a proteina poderia permanecer conservada

filogeneticamente em camardes.
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CAPITULO 11

ANALISE MORFOMETRICA DO ORGAO LINFOIDE DO CAMARAO BRANCO
DO PACIFICO Litopenaeus vannamei CULTIVADO EM SISTEMAS DE AGUA
CLARA E DE BIOFLOCO (BFT)
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RESUMO

Mundialmente, a espécie de camardo branco do Pacifico, Litopenaeus vannamei é a mais
produzida, sendo o segundo produto comestivel mais importante em termos de aquacultura.
Novas tecnologias como o sistema de bioflocos estdo sendo otimizadas objetivando o
controle das doencas e reducdo do uso de agua na carcinicultura. Neste tipo de sistema,
ocorre uma aparente estimulacdo no sistema imune inato, mantendo os camardes menos
susceptiveis a uma invasdo patogénica. Pesquisas envolvendo o manejo na engorda da
espécie em sistemas BFT ja estdo bem elucidadas, sendo necessarios mais estudos no que
se refere ao comportamento imunoldgico do camardo no sistema. Tentando aportar mais
uma variavel a ser avaliada no sistema imunoldgico de camarfes peneideos, no presente
capitulo foi pesquisada a participacdo do o6rgdo linféide em processos de fagocitose,
tentando elucidar as sugestdes de varios autores, que indicam que o 6rgdo possa ter um
papel importante no sistema imune. Analises morfométricas indicam que os camarfes
cultivados em sistemas BFT apresentam 6rgéo linféide de maiores dimens6es, comparado

com os cultivados em sistemas de agua clara.

Palavras chaves: histologia, morfometria, imunidade.
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ABSTRACT

Worldwide, the species of Pacific white shrimp, Litopenaeus vannamei is the most
produced, being the second most important edible product in terms of aquaculture. New
technologies such as the biofloc system are being optimized to control disease and reduce
water use in shrimp farming. In this type of system, an apparent stimulation occurs in the
innate immune system, keeping the shrimp less susceptible to a pathogenic invasion.
Researches involving the management of fattening in BFT systems are already well
understood, and further studies are required regarding the immune behavior of the shrimp
in the system. In this chapter, the participation of the lymphoid organ in phagocytic
processes was investigated in an attempt to elucidate the suggestions of several authors,
which indicate that the organ may play an important role in the system immune.
Morphometric analyzes indicate that shrimp cultured in BFT systems have a larger

lymphoid organ compared to those grown in clear water systems.

Keywords: histology, morphometry, immunity.
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1 INTRODUCAO

Atualmente o cultivo de camardo L. vannamei segue crescendo mundialmente, sendo
relatada uma producao em 2016 de 4.156 milhdes de toneladas, atingindo 53% da producao
mundial de crustaceos (FAO, 2018).

Nas Ultimas décadas, houve a projecdo de inimeros sistemas de producédo para o cultivo
de varios organismos aquaticos na aquicultura, destinadas a reduzir o consumo de agua e
espaco, aumentando a densidade nos cultivos (Hargreaves, 2006). Um exemplo interessante
deste tipo de sistema é o chamado biofloco ou BFT (BioFloc Technology), baseado no
desenvolvimento de flocos microbianos formados a partir de uma elevada relacdo de
carbono: nitrogénio (C: N) na &gua, com pouca ou nenhuma troca de agua e alta oxigenacéo
(Avnimelech & Kochba, 2009).

O sistema BFT apresenta uma proposta por ser uma alternativa para evitar ou controlar
as doencas dos camardes cultivados. No sistema com biofloco o risco com
desenvolvimento de doencas € menor (Poersch et al., 2012). Estudos mais recentes indicam
que os sistemas em bioflocos oferecem mais protecdo contra doengas na carcinicultura

quando comparado a sistemas convencionais (Kim et al., 2014).

Embora o sistema de bioflocos tenha sido criado para melhorar a qualidade da agua
(Avnimelech, 2012), quando os agentes patogénicos entram nos sistemas de producdo, 0s
camardes ndo apresentam necessariamente um mecanismo imunoldgico imediato. Tem sido
demonstrado que a populacdo microbiana associada aos bioflocos induz um gatilho
permanente para o desenvolvimento e manutencao do sistema imunoldgico do camaréo e,

assim, cria um mecanismo de defesa nos animais (Avnimelech, 2012; Kim et al., 2014).

Em crustaceos, o 6rgdo linféide (figura 12) é encontrado exclusivamente nos
camardes peneideos. Atualmente é aceito que o oOrgdo linféide desempenha um papel
importante na defesa imunoldgica frente a invasdo de patdgenos. A descoberta de genes
relacionados ao sistema imune com o OL confirma que algumas células tém papéis
imunoldgicos, mesmo que esses genes possam ser dos hemacitos alojados dentro desse

orgao (Rusaini & Owens, 2010).
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A formac&o de agregados celulares esferdides no érgéo linféide (Lymphoid Organ
Spheroid - LOS) tem sido observada em peneideos, natural ou experimentalmente
infectados, com doencas virais. Tem sido sugerido que estas células esferdides constituem
um importante local de degradagdo viral. O mecanismo de origem e eliminacdo de
patdgenos pelos esferoides é mais provavel que seja produzido a partir de hemdcitos

granulares por exocitoses e eliminado para 0 ambiente (Anggraeni & Owens, 2000)
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Figura 12: Micrografia de luz da secéo longitudinal do OL de P. monodon. As células LOS

sdo formadas nos seios hemais (Sin) e parecem ter um citoplasma mais basofilico e
auséncia de lamen central (Lum) em comparacdo com o tubulo linféide normal (LT).
Alguns esferoides demonstraram vacuolos citoplasmaticos (seta). Coloragdo HE. Barra de
escala: 50 um. Cnf, fibra de tecido conjuntivo; Smc, células da matriz estromal (Rusaini &
Owens, 2010).
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O cultivo de camardes em um sistema BFT ajuda a reforcar o sistema imune dos
camarfes, podendo esse efeito ser refletido na atividade do 6rgdo linféide, quando
comparado com camardes provenientes de criacdo em agua clara. Por meio de morfometria
histoldgica e determinagcdo do tamanho do 6rgdo linféide em camarBes provenientes de
sistema BFT, podera ser possivel conhecer o comportamento do 6rgdo linféide em sistemas
de agua clara (com recirculacdo de agua) e BFT. Com a finalidade de demostrar possiveis
variacdes morfométricas do 6rgdo linféide em L. vannamei, no presente trabalho foi
aportado o desenvolvimento do 6rgao linféide em camardes cultivados em sistemas de dgua

clara e sistemas de bioflocos (BFT).

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Analisar a morfometria do o6rgao linféide do camardo branco do Pacifico L.

vannamei cultivados em sistemas de agua clara e sistema BFT.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Realizar andlise histolégica morfométrica do érgdo linféide em camardes

provenientes de sistema de dgua clara e de sistema BFT.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 LOCAL E INSTALACOES

O estudo foi realizado na Estacdo Marinha de Aquacultura (EMA-FURG) do Instituto
de Oceanografia da Universidade Federal do Rio Grande, localizada na praia do Cassino,
Rio Grande, RS, Brasil.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Utilizou-se um delineamento experimental inteiramente casualizado com dois

tratamentos de trés repeticdes cada, com duracdo de 12 semanas (de janeiro a marco).

Foram utilizados como unidades experimentais seis tanques de PVC com capacidade

de 310 L e volume de 200 L, distribuidos em dois tratamentos: Agua clara (AC) e bioflocos
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(BFT) com trés repeti¢cbes cada um. A &gua utilizada foi bombeada da praia do Cassin, e

filtrada com filtro de areia.

As unidades experimentais foram mantidas com renovacdo diaria de dgua de 50%
para os tratamentos AC, e sem renovagdo de dgua para os tratamentos BFT. As unidades

foram providas de aeracdo individual, por meio de aerotubes.

3.2.1 Sistema BFT (Bio-Floc Technology)

Com a finalidade de estimular a rapida formacéao do biofloco na coluna da agua e de
néo ter concentracOes altas de compostos nitrogenados na fase inicial do experimento, foi
utilizado 20% de in6culo de bioflocos 40 L, para cada unidade experimental (3 tanques) do
tratamento BFT. Esse indculo foi proveniente do Raceway (GH5) da Estacdo Marinha de
Aquicultura (EMA-FURG).

3.2.2 Sistema Agua clara

Foram adicionados 200 BioBalls por tanque, em total 3 unidades experimentais, do
tratamento AC. As biobols foram usadas com a finalidade de ajudar na adesdo de matéria
organica e bactérias nitrificantes (Domingos & Vinatea 2008). As BioBalls foram mantidas

submersas em cada unidade experimental.

3.3 MATERIAL BIOLOGICO

Para realizacdo do experimento, nauplios da espécie L. vannamei foram obtidos da
empresa Aquatec® e ap0s atingirem o tamanho de pos larva 21, foram estocados numa
densidade de 300 individuos /m® por cada unidade experimental, sendo em total de 6. As

unidades experimentais foram mantidas na estufa -GHI da Estacdo Marinha de Aquicultura.

Foi utilizada racao de 40% (no periodo inicial das PL"s) e 38% (na fase de engorda), de
proteina bruta, que foi fornecida duas vezes ao dia, em bandejas de alimentacdo, de acordo

com a metodologia descrita por Wasielesky et al., (2006).
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3.4 ANALISES EXPERIMENTAIS

Parametros fisico-quimicos: Duas vezes por dia foram monitoradas as concentraces
de oxigénio dissolvido, temperatura e pH com um multiparametro YSI pro 20 e pHmetro
FE20-FiveEasyTM (Mettler Toledo). A salinidade foi medida com um multi parametro
(Hatch, HQ40D) e mantida em 27 ppm ao longo do experimento.

Nitrogenados: Uma vez ao dia foi coletada uma amostra de agua por tanque e efetuada
andlise da amonia (N- (NHz +NH4"), nitrito (N-NO,) e nitrato (N-NOs3), conforme
UNESCO (1983).

Sélidos suspensos totais: O peso dos sélidos suspensos totais foi aferido por
gravimetria mediante a filtragem de aliquotas de 20 e 50 mL de &gua (tratamento BFT e
AC, respectivamente) em filtros de fibra de vidro GF 50-A.

Desempenho zootécnico:

Foi realizada biometria inicial para a selecdo de camarfes para estocagem (n=100).
tendo um peso médio de 0.04 gramas.

e Crescimento: Foram realizadas biometrias semanalmente (n=20) para determinar o
crescimento dos camardes de cada tratamento, utilizando balanca de precisao
AD2000 Marte (0.01 g).

e Sobrevivéncia: Ao final do periodo experimental todos os camarfes foram
coletados, contados e pesados individualmente para quantificar a sobrevivéncia.

e Conversdo alimentar aparente (CAA): A taxa de conversdo alimentar foi
calculada através da equacdo: CAA=Quantidade de Racgdo Fornecida / Biomassa
Total Produzida A taxa foi calculada para as diferentes repeticdes e, posteriormente,

para os tratamentos.

3.5 ANALISE HISTOLOGICA

No final do experimento, nove camar@es de cada tratamento foram coletados. Foram
eutanasiados em gelo, e posteriormente, dissecados e fixados em solucdo de Davidson e,
apos 48 horas, transferidos para alcool a 70%. Os tecidos foram desidratados em
concentragcdes ascendentes de etanol, diafanizados em xilol e incorporados em parafina

(Paraplast — Sigma Aldrich, USA). O cefalotorax foi selecionado para corte do o6rgao
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linféide, de acordo com o posicionamento do 6rgdo, cortado no micrétomo (LEICA
RM2245) na espessura de 5 um. O tecido foi corado com hematoxilina e eosina (HE), e as
laminas foram observadas com microscopio éptico (Nikon, Eclipse E200).

As imagens com os cortes histoloégicos foram digitalizadas para analise
morfométrica com microscépio Primo Star Zeiss e camera digital AxioCam ERc5s. A

analise das imagens foi realizada por meio do software AxioVision 4.8.2.0.

3.6 ANALISES MORFOMETRICAS

Mediante o grafico em plano cartesiano das areas medidas a partir dos cortes
histoldgicos do OL utilizando o software Graphpad® 6, foram matematicamente integradas
todas as &reas a maneira de area sob a curva. Em seguida a integral da area (1A) foi operada
com o largo padrédo dos cortes (5um) para obter o volume total cortado do OL por camarao.
Posteriormente todos os dados foram normalizados com os pesos de cada individuo
obtendo finalmente o coeficiente alométrico pm?® de OL/g de cam, com o qual foi feita a
analise estatistica de Mann-Whitney.

Para determinar o comprimento e a area total dos 6rgdos, utilizou-se uma ocular de
integracdo de 5 linhas e 25 pontos (Carl Zeiss).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os valores de qualidade da &gua, crescimento, sobrevivéncia, e conversdo alimentar
de cada tratamento foram analisados com auxilio do software STATISTICA® 7.0. Foram
feitos testes de Kolmogorov-smirnov e Levene para normalidade e homoscedasticidade,
respectivamente. Apos atingirem as premissas, 0s dados foram submetidos a ANOVA de
uma via. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA, a=0,05) e apos
cumprir as premissas necessarias para analisar possiveis diferencas entre as repeticfes em
um mesmo tratamento, foi aplicado o teste post-hoc de Tukey, para determinar se existiam
diferencas significativas entre os tratamentos. Quando o0s dados nédo apresentavam
distribuicdo normal e homocedasticidade, foram transformados, e submetidos ao teste néo
paramétrico de Teste U Mann-Whitney.

Os dados de volume de OL/g (um®/g) de camardo foram ranqueados para a

aplicacdo do teste estatistico ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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4 RESULTADOS

4.1 PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS:
Os valores médios dos parametros fisicos e quimicos séo apresentados na Tabela 1.
Todos os parametros fisico-quimicos, com excecdo do pH, apresentaram diferencas

significativas entre ambos tratamentos.

Os solidos suspensos totais (SST) para AC ndo apresentaram acumulacdo em fungéo
da constante renovacdo de agua. No entanto, para o sistema BFT, nas ultimas semanas do

experimento surgiu um actmulo chegando a 875 ml I™%,

No tratamento AC, ndo foram registrados valores de acumulacdo de aménia, nitrito
e nitrato devido a constante troca de agua. Além disso, a transparéncia foi total ao longo do
experimento. No tratamento BFT, quando se iniciou o incremento da amdnia, o sistema foi

controlado com a incorporacgéo de melago.

Tabela 1: Médias (£DP), valores maximos e minimos dos parametros fisicos e quimicos

dos tanques experimentais de ambos tratamentos durante o periodo experimental (12

semanas).
TRATAMENTO TRATAMENTO
AGUA CLARA BFT
Media Max Min Media Max Min

Oxigénio(mgl") 63°* +04 70 53 61° +03 7.0 45
Temperatura (°C)  28.6° #0.8 317 255 288° +0.7 31.7 222

pH 8.08 030 866 7.27 808 040 863 6.82
Alcalinidade (ml 1) 133* +26 220 51  176° +41 280 82
SST (mg 1) 29°  +9.27 68 10  537°  +£266 875 120
Amobnia (ml 1) 0.75* #0.92 8.89 0.39 0.12° +0.14 0.82 0.00
Nitrito (ml I'") 1.51* +1.69 7.73 0.00 045° +1.73 12.87 0.04
Nitrato (ml I') 7.44% +634 1477 2.00 100° +53 190 48

Letras diferentes indicam diferencas significativas p>0,05
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4.2 DESEMPENHO ZOOTECNICO

Os parametros de desempenho dos camardes no sistema experimental estdo

detalhados na Tabela 2.

A sobrevivéncia para ambos tratamentos foi estatisticamente igual, sendo a superior

a 90 % (p>0,05). O crescimento de L. vannamei no tratamento AC foi significativamente

maior que o tratamento BFT (P< 0,05) durante todo o periodo experimental. O peso médio

no final do experimento foi de 6 g para tratamento AC e 4.5 g para 0 BFT, e 0 ganho de

peso semanal (Figura 13) para o tratamento AC foi na media de 5.98, e 4.43 para BFT.

Ambos dados apresentaram diferencas estatisticamente significativas.

O consumo de racdo no periodo experimental para ambos tratamentos nao

apresentou diferencas significativas (Figura 14).

Tabela 2: Desempenho zootécnico dos camardes L. vannamei.

TRATAMENTO TRATAMENTO

AGUA CLARA BFT

Media Media
Sobrevivéncia 90 +6 90.8 +10.8
Peso médio final 6.0 +1.2 4.5° +14
Ganho de peso 5.98 +0.67 4.43° +0.15
Ganho de peso semanal 0.50? +0.06 0.37° +0.01
Biomassa final 948.01° +91.08 710.64° +114.85
CAA 2.51° +0.10 3.18° +0.70

Letras diferentes indicam diferencas significativas p>0,05
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43 MORFOMETRIA DO ORGAO LINFOIDE

Os dados dos cortes histoldgicos morfométricos ndo apresentaram normalidade nem
homogeneidade das variancias, e utilizou-se o teste estatistico ndo paramétrico de Mann-
Whitney. No entanto, foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos (p
<0,05) (figura 15).

Na figura 16 sdo demonstradas as diferencas morfométricas no 6rgao linféide em ambos

tratamentos.

um®/g
10-

Ranks
L ]

AC BFT

Figura 15: Diferencas no tamanho do OL de L. vannamei em tratamentos de agua clara e
BFT.
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Figura 16: OL de camardes juvenis L. vannamei (setas) a: OL no tratamento AC; b: OL
no tratamento BFT. Colora¢do HE 40X. Bar =20 um.

5 DISCUSSAO

As consequéncias de um manejo inadequado dos parametros de qualidade da agua
podem interferir diretamente no desempenho zootécnico de organismos aquaticos (Barbieri
& Ostrenki, 2002). Parametros como temperatura, oxigénio dissolvido, pH, alcalinidade e
salinidade no presente trabalho foram mantidos dentro do recomendado para cultivos de
camardes. A temperatura ideal para L. vannamei, oscila entre os 27 e 30°C. (Wyban et al.,
1995). As concentragfes 6timas de oxigénio dissolvido para L.vannamei sdo iguais ou
superiores a 5 mg / | (Boyd, 1990, Van Wyn & Scarpa, 1999, Krumenauer et al., 2012). O
valor 6timo de pH para cultivos de camardo oscila entre 7,5 e 8,5 (Zhang et al., 2006). No
experimento foram registrados pH na média de 8, para ambos tratamentos. No caso da
alcalinidade, o L. vannamei é uma espécie com alta tolerancia a varia¢es deste parametro.
Os niveis aceitiveis da alcalinidade encontram-se acima de 100 mg/L de CaCOs;. A
alcalinidade foi monitorada durante todo o periodo experimental, mantendo os valores
sempre acima de 100 mg/L de CaCO3 com a utilizacdo de Bicarbonato de sddio (NaHCO3)
(Furtado et al., 2011). Ponce-Palafox et al., (1997) obtiveram melhores resultados de

sobrevivéncia e crescimento de juvenis de L. vannamei em salinidades entre 33 e 40 %o. As
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unidades experimentais aqui trabalhadas foram mantidas em uma salinidade de 27%o, no
entanto, ndo houve interferéncia na sobrevivéncia dos individuos, apresentando indices

superiores a 90%.

O nitrogénio pode ser visto em duas formas na aquicultura: como nutriente e como
toxico. Lorenzen et al., (1997) afirmam que a absorcdo por fitoplancton e sedimentacéo
subsequente sdo processos chave na dinamica do nitrogénio nos tanques de camaréo.
Dentro dessa dindmica, sdo gerados compostos nitrogenados que podem afetar a
sobrevivéncia e o crescimento do camardo, como a amonia e o nitrito, que em altas
concentracdes podem causar mortalidades (Burford & Lorenzen, 2004). A amonia quando
em concentracdes superiores a 3,95 mg/L, pode afetar negativamente o desempenho dos
organismos, podendo gerar mortalidades (Boyd, 1990; Lin & Chen, 2001). O nivel de
seguranca do nitrito para o cultivo em salinidade 35, é de 25,7 mg/L, acima desta
concentracdo pode reduzir o crescimento dos camar@es, aumentar o consumo de oxigénio e
gerar altas taxas de mortalidade no cultivo (Lin & Chen, 2003). E o nitrato, sendo o
composto menos toxico, Kuhn et al. (2010), indicou que concentracdes inferiores a 220
mg/L para o L. vannamei ndo afetam o desempenho zootécnico dos camardes. No presente
experimento, 0s niveis de compostos nitrogenados se mantiveram sempre dentro dos niveis
aceitaveis para peneideos (Thoman, 2001; Azim & Little, 2008) e normais para sistemas
BFT (Lin & Chen, 2001; Kuhn, et al., 2008; Avnimelech & Kochba, 2009). A auséncia na
acumulacdo destes compostos no tratamento de dgua clara foi devido a constante renovacgéo
de agua, e no tratamento BFT, pela adi¢do do indculo no inicio do experimento.

Nos cultivos com sistema BFT, os niveis dos sélidos suspensos totais (SST) tende a
se acumular e aumentar, podendo afetar negativamente o desempenho zootécnico dos
camarbes (Gaona et al., 2011). Os niveis tolerdveis de SST para L. vannamei devem
permanecer abaixo de 500 mg/L (Samocha et al., 2007). Schveitzer et al., (2013)
corroborou com a citagdo anterior, mostrando valores de solidos suspensos totais entre 400
~ 600 mg/L sendo os adequados para o cultivo do L. vannamei. No presente estudo
apresentaram-se concentragdes medias de 537 mg7L, no entanto nas ultimas semanas de

cultivo, os niveis de SST foi de 875 mg/L, sendo possivel que as altas concentragdes de
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solidos suspensos tenham influenciado negativamente no desempenho zootécnico dos

organismos cultivados no tratamento BFT.

O presente experimento apresentou um melhor desempenho zootécnico nos
camardes provenientes do tratamento AC, tendo o maior peso final, ganho de peso semanal,
CAA e biomassa final. No entanto o tratamento BFT apresentou valores baixos no ganho
de peso semanal e final, e apresentando maior CAA. Ray et al., (2017), relata resultados
similares com este trabalho. Os autores indicam que camardes cultivados em sistemas de
recirculagdo aquicola (RAS), de &gua clara, obtiveram melhoras significativas em termos
de desempenho zootécnico, alcancando maior peso final, e menor conversdo alimentar

aparente.

Varias pesquisas indicam melhora no desempenho zootécnico de camardes
cultivados em sistemas BFT. Em estudo comparativo de sistemas superintensivos
(300 camardes/ m?) de L. vannamei, em sistemas de agua clara, bioflocos e 4gua misturada
50:50, verificou-se que os camardes criados em sistemas de bioflocos atingiram um peso
final significativamente maior (p < 0,05) a aqueles cultivados em sistemas de &gua clara
(Wasielesky et al., 2006). Esses dados foram corroborados por Emerenciano et al. (2011),
0s autores compararam o sistema BFT e agua clara, utilizando pés-larvas do
Farfantepenaeus paulensis. Concluindo que, a presenca dos bioflocos contribuiu no ganho
de peso dos camardes em cerca de 50% em comparagdo com 0s criados em sistema de agua
clara. Sugere-se que, o menor ganho de peso no tratamento BFT, verificado no presente
trabalho, pode ter sido influenciado pelas altas concentragdes de SST no final do periodo
experimental, sendo que esse aumento de material particulado pode gerar o mal
funcionamento das branquias, prejudicando o desenvolvimento 6timo dos organismos
cultivados e afetando negativamente seu desempenho zootécnico (Hargreaves, 2006; Gaona
etal., 2011).

O peso e 0 estado de salde dos camardes podem afetar o tamanho do OL, ou seja,
guanto maior o camardo, maior o OL. De acordo com Shao et al., (2004) o diametro do OL
em F. chinensis de 2 mm de diametro em individuos com 12 e 13 cm de comprimento. ().

No caso de P. monodon, foram analisados espécimes entre 150 e 170 g, e observado 6rgéao
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linféide de cerca de 3-4 mm de comprimento, 2-3 mm de largura e 1-2mm de espessura
(Duangsuwan et al., 2008). No presente estudo foram obtidos dados volumétricos de 6 e 3

um®/g de camaréo para o tratamento BFT e AC, respectivamente.

As diferencas no tamanho do 6rgdo nos tratamentos podem ser explicadas pelos
distintos sistemas de cultivo em que foram mantidos os camardes. Tendo em vista que, em
um sistema de agua clara, a constante troca de dgua impede acumulacdo de compostos
nitrogenados, matéria organica, podendo também reduzir a presenga de patdgenos. Por
outro lado, no sistema BFT, a carga microbiana poderia influenciar na ativagdo do sistema
imune dos camardes. Trabalhos prévios utilizando bioflocos como sistema de cultivo, tem
sugerido uma melhor condi¢do imunoldgica dos camardes, o que pode ser efeito do aporte
de proteina de origem microbiana e das condic¢des proprias do sistema BFT (Burford et al.,
2004). O biofloco elucida claramente a resposta imune inata do camardo. Este efeito de
estimulacdo parece ser uma caracteristica geral do sistema de bioflocos (Panigrahi et al.,
2018; Panigrahi, et al., 2019). O Biofloco age como um probidtico natural atuando contra
estimulantes patogénicos e, a fonte de carbono usada no biofloco aumenta as bactérias
benéficas naturalmente (Hapsari, 2016).

Estudos com 6rgdos linfoides em vertebrados indicam que funcionalmente sdo
considerados mais ativos os 6rgdos com maior tamanho (Tambini et al., 2010), sendo
realizada analise morfométrica de 6rgdos linféides em vertebrados, apds utilizacdo de
prépolis como composto bacteriostatico. Os autores obtiveram os melhores resultados com
organismos tratados com propolis, e indicaram que quanto maior o desenvolvimento dos
orgdos linfoides, melhor serd a resposta imunolégica dos animais (Arteaga & Jauregui,
2016). Neste trabalho, os dados aqui apresentados podem coincidir com tal pesquisa, uma
vez que, morfometricamente, os organismos cultivados no sitema BFT apresentaram maior

tamanho do 6rgao linféide.

As organizagdes estruturais dos oOrgaos linféides de peneideos foram pouco
estudados em F. chinensis por Oka (1969), em Sicyona ingentis por Martin et al,. (1987), e
em Litopenaeus stylirostris por Bell & Lightner (1996). Esses autores descreveram o 6rgao

linféide constituido por tabulos linféides, que séo a unidade basica do 6rgdo. Acredita-se
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que este o6rgao desempenha um papel muito importante contra a infeccdo, especialmente
por virus, pois é essencialmente um orgdo de filtragem. (Anggraeni & Owens, 2000;
Kanobdee et al., 2002).

Duangsuwan et al., (2008) citaram que a condicdo de funcgéo filtradora do OL pode
ser assertiva. Eles explicam que os tdbulos linféides sdo essencialmente os capilares de
extremidades cega da artéria subgastrica, onde a hemolinfa do camardo passa, assim como
0 sangue que circula no baco dos mamiferos. Uma vez nos capilares (os Iimenes dos
tibulos linfoides), a hemolinfa é infiltrada através das células endoteliais e nas paredes
tubulares. Em situacdes normais, alguns hemdcitos também podem passar rotineiramente
para a parede tubular e, em seguida, atravessar para o0s seios hemais. A julgar pela extensa
rede de seios hemais, deve haver um grande volume de hemolinfa fluindo através do 6rgao
linféide a qualquer momento. Nas analises dos juvenis de L. vannamei, encontraram-se
uma quantidade consideravel de seios hemais, baseado nisso, podemos afirmar a
similaridade dos resultados com os dos autores acima citados. Em outras palavras, o érgao
linféide atua como um verdadeiro érgdo de filtracdo com efeitos de filtragem e eliminacéao
de materiais estranhos e agentes infecciosos da hemolinfa, bem como para a melhoria

homeostatica do filtrado da hemolinfa.

6 CONCLUSAO

O presente estudo indicou que o sistema BFT pode ter efeitos positivos no sistema
imune de camardo da espécie Litopenaeus vannamei. Os dados demonstram um maior
volume do OL em organismos provenientes de sistemas BFT, quando comparado com
animais criados em agua clara, isto poderia ser explicado pela capacidade probiotica do
biofloco nos camar@es. No entanto, estudos bioquimicos poderiam ser feitos, para conhecer
a producdo energética que requerem os camardes, na manutencao do sistema imune ativo
em sistemas BFT, e se esse gasto energético ndo influencia no desempenho zootécnico dos

camaroes.
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8 CONCLUSOES GERAIS E SUGESTOES

Com o presente trabalho podemos citar a formagéo e surgimento do érgdo linféide
em pos-larva 6, podendo ser um 6rgdo funcional na fase de pds-larva 15. Isso continua
corroborando a importancia da manutencéo de larvicultura nos estagios apds PL15, para

garantir a sobrevivéncia dos camaroes.

Foi demonstrada a capacidade fagocitica do 6rgéo linfoide, desde PL 13 até juvenis
de L. vannamei. Dessa forma, podemos afirmar que o sistema BFT pode ser benéfico ao
sistema imune dos camardes, neste caso influenciando no crescimento e,

consequentemente, na atividade do 6rgéo.

Com MET podemos citar a capacidade fagocitica do OL em camarfes juvenis.
Além disso, o sistema de bioflocos afeta positivamente no sistema imunoldgico dos
camardes, mantendo um maior volume do 6rgdo linfoide, nos camardes provenientes deste

sistema.

Estudos futuros testando desafios com agentes patogénicos poderiam ajudar a
conhecer melhor o comportamento do drgdo linféide e se verdadeiramente o sistema de

bioflocos influencia em uma maior atividade do sistema imune.

Com este trabalho se tem os primeiros registros de imunomarcagdo com o receptor
anti-CD68 em L. vannamei. No entanto, estudos futuros quantificando areas de marcacéo
do receptor em OL, ajudariam conhecer as diferencas na atividade fagocitica em

organismos de agua clara e bioflocos.

Também seria interessante conhecer especificamente a partir de que estagio pos
larval os camarfes desenvolvem a fagocitose, uma vez que, no presente trabalho s6 foram

demonstrados dados de dois estagios PL13 e 18.
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