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Resumo

A aquicultura tem crescido significativamente nas uUltimas décadas, com destaque para a
carcinicultura, especialmente no cultivo do camardo branco do Pacifico (Penaeus vannamei).
No entanto, surtos de doencas virais, como o Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV), tém
impactado negativamente a produtividade, tornando necesséria a implementacéo de estratégias
para fortalecer a resposta imunoldgica desses organismos. A suplementacdo alimentar com
mananoligossacarideos (MOS) e nucleotideos (NT) tem mostrado beneficios, mas os efeitos
de sua combinacéo ainda séo pouco explorados. Este estudo avaliou a suplementacéo isolada
e combinada de um produto a base de MOS (0,54 g/kg) e outro a base de NT (0,3 g/kg) sobre
0 desempenho zootécnico, a imunidade e a resisténcia ao IMNV em P. vannamei. Juvenis
foram alimentados com dietas experimentais por 30 dias, seguidos de um desafio viral de 21
dias. Nao foram observadas diferengas significativas no ganho de biomassa, peso final ou taxa
de crescimento especifico entre os tratamentos durante a fase de bercario. No entanto, a
sobrevivéncia foi maior no grupo alimentado com MOS isolado (99,70%) em comparagéo ao
controle (89,11%). A combinacdo de MOS e NT (NM) resultou na maior contagem de
hemdcitos (6,72 x 10° células/mL), superando os grupos com MOS ou NT isolados (3,07 x 10¢
celulas/mL). No desafio viral, a sobrevivéncia foi maior nos grupos alimentados com MOS
(30,56%) e NT (26,67%), em comparacao ao controle (15,56%) e a combinacdo NM (11,11%).
Esses resultados sugerem que a suplementacdo com MOS e NT isoladamente pode melhorar a
resisténcia ao IMNV, enquanto a combinag¢do ndo mostrou efeito sinérgico positivo. Conclui-
se que, embora a combinacdo de MOS e NT ndo tenha potencializado os beneficios, a
suplementacéo isolada de MOS pode contribuir significativamente para a saide e a imunidade
de P. vannamei em sistemas simbidticos frente ao IMNV.

Palavras-chave: Suplementacdo alimentar, imunologia de camardes, aquicultura, Virus da

Mionecrose Infecciosa.



Abstract

Aquaculture has experienced significant growth in recent decades, with shrimp farming
standing out, particularly in the culture of Pacific white shrimp (Penaeus vannamei). However,
viral outbreaks, such as the Infectious Myonecrosis Virus (IMNV), have negatively affected
productivity, emphasizing the need for strategies to enhance the immune response of these
organisms. Dietary supplementation with mannan oligosaccharides (MOS) and nucleotides
(NT) has shown promising benefits, but the effects of their combined use remain
underexplored. This study evaluated the isolated and combined supplementation of MOS (0.54
g/kg) and NT (0.3 g/kg) on zootechnical performance, immunity, and resistance to IMNV in
P. vannamei. Juvenile shrimp were fed experimental diets for 30 days, followed by a 15-day
viral challenge. No significant differences were observed in biomass gain, final weight, or
specific growth rate across treatments in the nursery phase. However, survival was higher in
the MOS-fed group (99.70%) compared to the control (89.11%). The combination of MOS and
NT (NM) resulted in the highest hemocyte count (6.72 x 10¢ cells/mL), surpassing the MOS
and NT groups (3.07 x 10¢ cells/mL each). During the viral challenge, survival was higher in
the MOS (30.56%) and NT (26.67%) groups compared to the control (15.56%) and the NM
combination (11.11%). These findings suggest that isolated supplementation with MOS or NT
can enhance resistance to IMNV, while their combination did not exhibit a synergistic effect.
It is concluded that, although the combined supplementation of MOS and NT did not enhance
the observed benefits, isolated MOS supplementation may significantly improve the health and
immunity of P. vannamei in synbiotic systems in the IMNV challenge.

Keywords: Food supplementation, shrimp immunology, aquaculture, Infectious Myonecrosis
Virus.
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1.  INTRODUCAO

Em 2022, a produ¢do mundial de animais aquéticos atingiu 178,5 milhGes de toneladas,
com 88,7 milhdes de toneladas provenientes da aquicultura, sendo 165 milhdes de toneladas
deste total destinadas ao consumo humano direto e também sendo a primeira vez na histdria
em que a producgdo aquicola global ultrapassou a producdo por captura (FAO, 2024). Esse
aumento na producdo é resultado da crescente demanda impulsionada pelo crescimento
populacional, que gera uma necessidade de mais alimentos, especialmente de origem aquética,
cujo consumo aumentou significativamente nos altimos anos (FAO, 2024).

A carcinicultura desempenha um papel crucial para o crescimento da producdo
aquicola, pois é responsavel por 12,7 milhdes de toneladas. Dentre as espécies produzidas,
destacam-se 0s peneideos (em especial, Penaeus vannamei) (7,9 milhdes), que representam
62,2% da producdo de crustaceos (FAO, 2024).

No Brasil, também se observa o crescimento na producdo do camardo marinho P.
vannamei, que atingiu em 2022, aproximadamente 127,4 mil toneladas, com um aumento de
139% em relagdo a 2020, a qual foi de 53,3 mil toneladas. A principal regido responsavel pela
producdo desta espécie é o Nordeste, sendo responsavel por 99,45% da producéo do pais, sendo
as maiores concentragdes nos Estados do Ceara (64,5 mil toneladas) e Rio Grande do Norte
(33,2 mil toneladas) (IBGE, 2023).

Apesar do crescimento na producdo, a produtividade média de 3.000 kg/ha/ano mostra
um valor bem inferior as produtividades antes dos surtos virais, obtidas em 2003, que foram da
ordem de 6.000 kg/ha/ano (ROCHA et al., 2004; ABCC, 2022; IBGE, 2023). Um dos
principais fatores que contribuiu para esse decréscimo na produtividade de camarfes marinhos
no Brasil, foram os surtos do Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV) e Sindrome da Mancha
Branca (WSSV) (ABCCAM, 2022; NATORI et al., 2011; ROCHA et al., 2004).

O primeiro registro do IMNV ocorreu em 2002, quando os camar@es da espécie P.
vannamei na regido do nordeste (estado do Piaui) comegaram a apresentar uma opacidade na
musculatura abdominal, e uma mortalidade diaria a partir de 7g. A primeira hip6tese associou
esse quadro clinico com uma enfermidade denominada de Doenca do Algoddo causada por
microsporidios (parasitas intracelulares) e, apds a analise histopatoldgica, foi denominada de
Necrose Idiopatica Muscular (NIM). Em 2004, deu-se a confirmacdo da natureza infecciosa
viral, com auxilio da microscopia eletrdnica e analise gendmica, que identificou um virus

pertencente a familia Totiviridae, o Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV) (NEVES &
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MARTIM, 2021; SARDOU et al., 2022; POULOS et al., 2006; LIGHTNER e PANTOJA,
2004).

Ap0s sucessivos casos de mortalidade durante o surto de IMNV nas fazendas de
camardo marinhos, os produtores tentaram adotar estratégias para combater essas infeccdes,
dentre essas, a aplicacdo de diversas boas praticas de manejo e uso de quimioterapia para
combater infecges bacterianas oportunistas (antibioticos) (LUNA-GONZALEZ et al., 2012).
Contudo, devido a gradual proibicéo dos antibioticos, decorrente do potencial desenvolvimento
de bactérias resistentes, presenca de residuos de antibioticos, impacto ambiental e supressdo do
sistema imunologico dos animais aquaticos, tém-se aplicado, alternativamente, promotores de
crescimento e salde na alimentagdo, tais como probioticos, prebidticos, simbiodticos e
imunoestimulantes, além dos fitoterapicos e plantas medicinais (LUNA-GONZALEZ et al.,
2012; PARTIDA-ARANGURE et al., 2013).

Em sua fase de criacdo no bercgario, os camardes necessitam de uma alimentacgdo rica
em proteinas e de suplementos especificos. A utilizagdo de simbidticos, farelos fermentados
combinados com probidticos, tem demonstrado ser uma estratégia eficiente para fomentar a
salde intestinal, reprimir agentes patogénicos e acelerar o crescimento. Ademais, tal
procedimento aprimora a assimilagdo de nutrientes e reforca a resisténcia imunoldgica dos
animais (BERMUDEZ-ALMADA et al., 2017).

Outra utilidade significativa dos simbioticos é na funcdo de fertilizantes organicos no
meio aquético. Essa metodologia, que envolve a adicdo direta de farelos fermentados e
probidticos a &gua, auxilia na complementacdo de nutrientes do ambiente, aumenta a
produtividade de microrganismos e aprimora a qualidade da agua, sendo especialmente
eficiente na eliminacgdo de compostos nitrogenados, tais como amonia e nitrito (SOUZA et al.,
2012).

Além dos simbioticos, a aplicagdo de outros aditivos que visem o fortalecimento do
sistema imune, mostram-se uma alternativa promissora a convivéncia com os patégenos. O
sistema imune dos camardes € inato, composto por hemacitos e hemolinfa, e, a principal
caracteristica desse sistema, € sua capacidade de responder rapidamente a uma ampla gama de
patdgenos sem a necessidade de reconhecimento prévio, através da deteccdo de padrdes
moleculares associados a agentes patogénicos, conhecidos como PAMPs (Padroes Moleculares
Associados a Patogenos), por meio de receptores chamados PRRs (Padrdes Reconhecedores
de Patégenos), como os receptores Toll-like (SONG & LI, 2014, MEDZHITOV &
JANEWAY, 2000; JIRAVANICHPAISAL et al., 2006; TYAGI et al., 2007; MAITI et al.,
2010; BANERJEE et al., 2015; LI et al., 2019). No entanto, devido a simplicidade do sistema
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imune dos camardes em comparacdo com o sistema imunoldgico de mamiferos, ndo ha a
presenca de respostas imunes duradouras (memoria imunolégica) e especificas (KULKARNI
et al. 2020). Neste sentido, prebidticos e nucleotideos tém sido aplicados a suplementagdo
alimentar de crustaceos com resultados positivos em termos de desempenho zootécnico e
resposta imune.

O prebiotico, um tipo de aditivo, foi definido pela primeira vez como uma fibra ndo
digerivel que pode aumentar o crescimento e a atividade de bactérias promotoras da satde no
intestino e afetar beneficamente o hospedeiro (GIBSON & ROBERFROID, 1995).
Posteriormente, Bindels et al. (2015), descreveram o0s prebidticos como “ingredientes
alimentares ndo digeriveis que sdo decompostos em substancias mais simples, aumentando o
crescimento e a atividade de microrganismos preferenciais encontrados no trato gastrointestinal
e beneficiando a satde do hospedeiro”.

Os beneficios dos prebidticos a salde do hospedeiro seriam resultados de sua
metabolizacdo por microrganismos no intestino, pois através de sua composi¢do quimica
proporciona uma fermentacao seletiva realizada por bactérias anaerobicas, levando & producao
de &cido latico, acidos graxos de cadeia curta (SCFA) e gases, bem como a proliferacdo de
bactérias cujos produtos do metabolismo afetam diretamente o ambiente intestinal ou a
expressdo do gene do hospedeiro, o pH intestinal e a modulagdo da funcdo imunoldgica
(GIBSON et al., 2004).

Ha diversos prebidticos utilizados na aquicultura, tais como frutooligossacarideos
(FOS) de cadeia curta, galacto-oligossacarideos, inulina, mananoligossacarideos (MOS),
arabinoxilano-oligossacarideos, p-glucano, xilooligossacarideos e isomalto-oligossacarideos
(RING@ et al., 2010; RING@ et al., 2014; HOSEINIFAR et al., 2015; DAWOOQOD et al., 2020)
e, dentre estes, 0 MOS tem-se mostrado capaz de melhorar o crescimento e as respostas imunes
de camardes peneideos atraves de seus usos isoladamente (BUTT et al., 2021).

Outro aditivo que tem resultado em melhora do desempenho zootécnico e resisténcia
a infeccBes bacterianas em camardes sdo os nucleotideos (HOSSAIN et al., 2020). Os
nucleotideos consistem em trés componentes: uma base nitrogenada (purina ou pirimidina), um
acucar de cinco carbonos (ribose no RNA e desoxirribose no DNA) e um ou mais grupos
fosfatos (SAENGER, 1973; BOWATER, 2005). Os efeitos dos nucleotideos na aquicultura ja
foram observados na promocéo do desenvolvimento da morfologia intestinal, como aumento
da altura das dobras e da altura das microvilosidades, que melhoram a absorgéo de nutrientes
e a saude intestinal geral (BOWYER et al., 2019).



13

A suplementacdo com nucleotideos melhorou significativamente as taxas de
crescimento, a eficiéncia alimentar e o valor produtivo da proteina em juvenis de camardo
branco do Pacifico (P. vannamei) (ANDRINO et al., 2012). Além disso, em outro estudo, a
taxa de crescimento especifico e a eficiéncia de conversdo alimentar foram melhores em P.
vannamei alimentados com dietas suplementadas com nucleotideos em comparagao com dietas
controle (ANDRINO et al., 2012).

Outro beneficio observado foi que a adicdo de nucleotideos na dieta aumentou a
contagem total de hemacitos, a atividade respiratoria e da fenoloxidase em P. vannamei,
indicando uma melhor resposta imunolégica (ANDRINO et al.,, 2012). Outro estudo
determinou que os nucleotideos melhoraram as atividades da lisozima e da superdxido
dismutase, cruciais para combater infec¢cdes e manter a satde (YONG et al., 2020).

Além disso, com a inclusdo de 90 mg nucleotideo/kg de racdo, foi determinada a
melhora na taxa de sobrevivéncia de P. vannamei quando desafiados com Vibrio
parahaemolyticus (GUO et al., 2016). Andrino et al. (2012), ao alimentar P. vannamei com
dietas com 0,2%, 0,4% e 0,6% kg™ de concentracdo de nucleotideos, determinaram que todos
esses tratamentos exibiram maior resisténcia ao WSSV.

Similarmente, a suplementacdo com nucleotideos induziu os camar@es a resistir ao
estresse por amonia, conforme evidenciado por taxas de sobrevivéncia mais altas e metabolitos
modulados da hemolinfa sob condic6es de estresse (YONG et al., 2020). Entretanto, apesar dos
efeitos benéficos determinados isoladamente para estes aditivos, ndo ha estudos em P.
vannamei acerca da combinacdo de mananoligossacarideos (MOS) e nucleotideos na dieta e

como isto afetaria sua sobrevivéncia diante de uma infeccdo por IMNV em sistema simbiotico.
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1.1. OBJETIVOS

GERAL

e Auvaliar o efeito da dieta com mananoligossacarideos e nucleotideos sobre a resposta
imunoldgica da pos-larva de camardo branco do Pacifico (P. vannamei) desafiado
experimentalmente com IMNV.

ESPECIFICOS

e Analisar o desempenho zootécnico: ganho de biomassa, taxa de crescimento especifico e
fator de conversdo alimentar dos camardes submetidos as dietas com aditivos na fase de
bergério;

e Determinar os pardmetros hemato-imunoldgicos dos camardes desafiados com IMNV;

e Determinar a taxa de sobrevivéncia dos camardes submetidos ao desafio viral (IMNV) apds
a administracdo das dietas com aditivos e;

e Auvaliar a presenca de lesdes sugestivas de infeccdo por IMNV via histologia de camardes
desafiados.

HIPOTESES

A utilizacdo de aditivos a base de mananoligossacarideos (MOS), nucleotideos e sua
combinacdo melhora o desempenho zootécnico das pds-larvas de camardo branco do Pacifico
(Penaeus vannamei).

A suplementacdo com MOS, nucleotideos e a combinacdo de ambos aumenta a
sobrevivéncia dos camardes desafiados com o IMNV.
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2. Artigo Cientifico

Efeito da suplementacdo conjunta de mananoligossacarideo (MOS) e nucleotideos na
resposta imune do camarado-branco do Pacifico (Penaeus vannamei) diante do desafio

experimental com o Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV)

2.1 Resumo

Desafios como os surtos virais e bacterianos estdo impulsionando a busca por alimentos
funcionais que possam contribuir na melhoria do sistema imune dos camardes. Desta forma,
prebidticos (como 0 MOS) e nucleotideos (NT), podem trazer beneficios no crescimento e na
resposta imune dos camardes. No entanto, ha escassez de estudos sobre a combinacdo desses
aditivos em juvenis de P. vannamei desafiados frente ao Virus da Mionecrose Infecciosa
(IMNV). Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da dieta com
mananoligossacarideos (MOS) e nucleotideos (NT) sobre a resposta imunoldgica de juvenis de
P. vannamei desafiados experimentalmente com IMNV. As pos-larvas (PL2o ~ 10 mg) foram
estocadas na densidade de 4500 PL m e alimentadas com a dieta controle (sem adigdo de
aditivos) até atingir 0,5 g de peso médio. Neste momento, foram redistribuidas em unidades
experimentais com volume (til de 50 L (0,05m™), onde foram ofertadas as dietas experimentais
(grupo controle C — racdo sem adicdo de aditivos; NT - adi¢do de 0,3 g de nucleotideo/kg de
racdo; MOS - adicdo de 0,549 de MOS/kg de racdo; NM - adigdo de 0,3 g de nucleotideo/kg e
de 0,54g de MOS/kg de racdo) por 30 dias para avaliacdo do desempenho zootécnico. Em
seguida, os animais foram desafiados via injec¢éo intramuscular com IMNV (21 dias). Durante
os 30 dias da fase de bercério, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
tratamentos quanto a qualidade da agua e os dados de crescimento, entretanto a sobrevivéncia
foi superior no tratamento com adicdo de MOS de forma isolada. O uso de aditivo na
morfologia intestinal ndo apresentou efeito positivo durante a fase de bercario. Em relacéo ao
desafio com IMNV, foi observado aumento na contagem total de hemdcitos com o uso de
aditivo e um incremento na sobrevivéncia para os tratamentos MOS e NT. Desta forma,
conclui-se que a combinacdo dos aditivos nas dosagens avaliadas ndo apresentou efeito
sinérgico positivo, entretanto, de forma isolada, demonstraram um incremento na resisténcia

ao desafio com IMNV.

Palavras-chave: Suplementos alimentares; Desafio viral; Prebioticos.
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2.2. INTRODUCAO

A produgdo mundial aquicola tem experimentado um crescimento significativo,
impulsionado pela crescente demanda por alimentos provenientes do meio aquatico,
especialmente devido ao aumento populacional. A carcinicultura desempenha um papel
significativo no cenério global, contribuindo com 12,7 milhdes de toneladas de producéo,
sendo os camardes do género Penaeus responsaveis por 62,2% dessa producédo total (FAO,
2024). No Brasil, observa-se um crescimento expressivo na produgdo do camardo marinho
Penaeus vannamei, que em 2022, atingiu uma producéo de 127,4 mil toneladas, representando
um aumento de 139% em relacdo a 2020. A maior parte dessa producdo esta concentrada na
regido Nordeste do pais, que se destaca como a principal area produtora, com importantes
contribuicbes de estados como Ceard e Rio Grande do Norte (IBGE, 2023).

A crescente demanda global por camarfes exige sistemas de producdo que sejam
simultaneamente eficientes e sustentaveis. Nesse contexto, 0s sistemas intensivos e
superintensivos destacam-se por maximizarem a produtividade em areas reduzidas, oferecendo
maior retorno econdémico. Um exemplo disso pode ser observado no México, onde fazendas
superintensivas apresentaram lucratividade 29% superior em comparagdo a outras atividades
agricolas (NOGUERA-MUNOZ et al., 2021).

Em bercarios intensivos, a densidade de estocagem frequentemente excede 300 pos-
larvas por metro quadrado, uma estratégia que otimiza a utilizacdo do espaco disponivel. No
entanto, essa pratica exige um rigoroso controle para mitigar o estresse nos animais e prevenir
enfermidades associadas ao aumento da carga organica e a competicao por recursos (FLORES
MOLLO e ARACENA PIZARRO, 2018).

Apesar do crescimento, a produtividade atual (3.000 kg/ha/ano) é bem inferior a de
2003 (6.000 kg/ha/ano), antes dos surtos de doencas virais como o Virus da Mionecrose
Infecciosa (IMNV) e a Sindrome da Mancha Branca (WSSV) (ABCC, 2023). O IMNV foi
identificado inicialmente em 2002 no Piaui, Nordeste do Brasil, sendo confirmado como um
virus pertencente & familia Totiviridae em 2006 (NEVES & MARTIM, 2021; SARDOU et al.,
2022; LIGHTNER & PANTOJA, 2004).

Durante os surtos de doengas virais como o IMNV na carcinicultura, produtores
enfrentaram desafios significativos (Luna-Gonzalez et al., 2012), sendo estratégico o
fortalecimento do sistema imunol6gico dos camardes para mitigar os efeitos dos patdgenos.

Embora menos complexo que o sistema imunologico de mamiferos, o sistema imune inato dos
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camardes desempenha um papel fundamental na defesa contra agentes patogénicos presentes
no ambiente aquatico (KULKARNI et al., 2021).

O sistema imune inato desses crustaceos € composto por células especializadas como
hemdcitos, além de moléculas como citocinas presentes na hemolinfa, que reconhecem padrbes
moleculares associados a patdgenos através de receptores (SONG & LI, 2014; MEDZHITOV
& JANEWAY, 2000; JIRAVANICHPAISAL et al., 2006; TYAGI et al., 2007; MAITI et al.,
2010; L1 et al., 2019a). Desta forma, tém sido adotadas estratégias alternativas, como o uso de
promotores de crescimento e saude na alimentacdo, incluindo probidticos, prebidticos,
simbi6ticos, imunoestimulantes, fitoterapicos e plantas medicinais (LUNA-GONZALEZ et al.,
2012; PARTIDA-ARANGURE et al., 2013).

Os prebidticos, como 0s mananoligossacarideos (MOS), tém sido utilizados para
promover o crescimento de bactérias benéficas no intestino dos camar@es, melhorando assim
sua salde e resisténcia a doencgas (GIBSON & ROBERFROID, 1995; BINDELS et al., 2015).
Os prebiodticos sdo compostos ndo digeriveis fermentados seletivamente por bactérias
anaerobicas, resultando na producédo de acidos graxos de cadeia curta (SCFA), acido latico e
gases como hidrogénio, diéxido de carbono e metano. Esses metabolitos ndo apenas
influenciam o pH intestinal, mas também modulam a funcdo imunoldgica dos hospedeiros,
melhorando sua salde geral (GIBSON et al., 2004).

Na aquicultura, diversos prebidticos sdo utilizados, como frutooligossacarideos (FOS),
galacto-oligossacarideos, inulina e outros, cada um com beneficios especificos na promocao
da salde intestinal e no aumento da resisténcia a doencas (RING@ et al., 2010; RING® et al.,
2014; HOSEINIFAR et al., 2015; DAWOOD et al., 2020). Especificamente, MOS tem
demonstrado uma indugdo a melhora do crescimento e resposta imune dos camardes peneideos
quando utilizado isoladamente (BUTT et al., 2021).

Além dos prebioticos, nucleotideos tém sido eficazes na aquicultura, promovendo o
desenvolvimento da morfologia intestinal e melhorando a absor¢do de nutrientes. Esses
compostos, essenciais para a estrutura dos acidos nucléicos, demonstraram melhora
significativa nas taxas de crescimento, eficiéncia alimentar e valor produtivo da proteina em
juvenis de camardo branco do Pacifico (P. vannamei) (BOWYER et al., 2019; MAGOUZ et
al., 2021).

A suplementacdo de nucleotideos em dietas de camardes resulta em melhorias
significativas no crescimento, eficiéncia de conversdao alimentar e resposta imunoldgica.
Estudos apontam que camardes alimentados com dietas contendo nucleotideos apresentaram

taxa de crescimento especifico e eficiéncia de conversdo alimentar superiores em comparagdo
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com a dieta controle (ANDRINO et al., 2012). Além disso, esses camardes apresentaram
aumento na contagem total de hemdcitos, atividade respiratéria e da fenoloxidase, indicando
uma resposta imunolodgica reforcada (ANDRINO et al., 2012). A adicdo de nucleotideos
também melhorou atividades enzimaticas chave, como lisozima e superdxido dismutase,
cruciais para a defesa contra infeccGes e manutencdo da salde (YONG et al., 2020). Apesar
destes estudos, ndo se encontram disponiveis informacdes sobre o efeito sinergético de MOS e
nucleotideos nas dietas de P. vannamei sobre o desempenho zootécnico e resisténcia a IMNV

em sistema simbidtico.

2.3. MATERIAL E METODOS

Desenho experimental

O delineamento foi inteiramente casualizado com quatro tratamentos: controle C —
racdo sem adicdo de aditivos; NT - adigdo de 0,3g de produto com nucleotideo/kg de racéo;
MOS - adicéo de 0,549 de produto com MOS/kg de ragéo; NM - adicdo de 0,3 g de produto
com nucleotideo/kg e de 0,54g de produto com MOS/kg de racdo, ambos com 4 repetices
cada, perfazendo 16 unidades experimentais.

Condicdes experimentais durante a oferta das dietas

Antes da estocagem das pos-larvas, foi realizada a preparagdo da agua. Inicialmente, a
agua foi clorada a 30 ppm (hipoclorito de calcio com 65% de cloro ativo) e, em seguida,
desclorada apenas com o uso da aeragdo para o inicio da fertilizacdo. A preparacdo do
simbidtico foi realizada a cada dois dias, por meio dos processos de ativacdo das bactérias de
forma aerdbia (6 horas), fermentacdo (24 horas — fase anaerobia) e respiracdo microbiana (24
horas — fase aerobia), totalizando 10 aplica¢Ges. Para ativacdo da preparacdo do simbiético,
utilizou-se 0,4 g do probidtico comercial (UFC/g) composto por Bacillus subtilis, B.
licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus megaterium e Bacillus pumilus 10° UFC/g),
1,69 de aglcar e 28mL/m?® de 4gua do mar limpa previamente tratada. Ap6s 6 horas de ativagao,
foram adicionados 16 g de farelo de arroz e 72 mL de agua limpa, o qual iniciou 0s processos
de fermentacgdo e, em seguida, respiracdo microbiana. Apds a preparagdo do simbiotico, 6,25
ml do simbiotico foram distribuidos em cada unidade experimental. Apos a estocagem das pds-
larvas, a aplicagdo do simbiotico foi realizada a cada 3 dias.

As pos-larvas da espécie P. vannamei (PLio) foram adquiridas em larvicultura

comercial e aclimatadas durante 10 dias em tanques de fibra na densidade de 10.000 PL m™=.
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Ap0s a aclimatacgdo, as pos-larvas (PL2o ~ 10 mg) foram estocadas huma densidade de 4.500
PL m™ (225 PLs por unidade experimental) e cultivadas durante 30 dias. Em seguida, 0s
animais foram redistribuidos em unidade experimental com volume til de 50 L (0,05m™) e

densidade de 4PL/L, mantidos sob aeragdo constante (oxigénio dissolvido >5 mgL "), através

de mangueiras aerotube (20 cm por unidade experimental) e fotoperiodo natural 12/12 h, para
a oferta das dietas experimentais. O pH foi mantido entre 7,5 e 8,2 e a alcalinidade total acima
de 100 mg CaCOs/L, corrigida com hidroxido de calcio e magnésio, na proporcdo 20 g/m® a
cada 5 (cinco) dias. Durante o experimento, ndo houve troca de &gua, exceto a adi¢do de &gua
doce clorada e desclorada para compensar as perdas por evaporagao.

As dietas experimentais foram previamente preparadas com a adigdo de fontes
comerciais de MOS e nucleotideos. A fonte comercial de MOS utilizada apresentava 27,2% de
mananas (Hypergen, Biorigin, S&o Paulo, Brasil), enquanto a fonte de nucleotideos, derivada
de Saccharomyces cerevisiae, continha 15% de RNA (Biotide Extra, Biorigin, Sdo Paulo,
Brasil). Essas fontes foram incorporadas a ragfes comerciais com granulometrias de 0,3 mm
(49% de proteina bruta e 16% de lipidios, Epicore BioNetworks Inc.) e 0,6 mm (45% de
proteina bruta e 9,5% de lipidios, ADM Animal Nutrition Company), utilizando um aglutinante
comercial conforme as instrucgdes do fabricante iAqua (S&o Paulo, Brazil).

Durante a oferta, entre 0 1° e 0 17° dias, os camardes foram alimentados com a
granulometria de 0,3 mm, sendo adotada, a partir deste momento, a granulometria de 0,6 mm.
Inicialmente, foi adotada uma taxa diaria de alimentagcdo de 35%, o que foi gradualmente
reduzido para 6,5% do peso corporal ao final dos 30 dias. A taxa de alimentacdo foi ajustada
baseada em Van Wyk et al. (1999).

Diariamente (as 8 e 16 horas), foram monitorados o oxigénio dissolvido (OD) e
temperatura (AT-160, Oximetro Microprocessado, AlfaKit). Sélidos sedimentaveis (SS) foram
mensurados com auxilio de cone Imhoff (AVNIMELECH, 2012) e pH (pHmetro Akso, Brazil)
a cada cinco dias. O nitrogénio da amonia total (NAT), nitrogénio-nitrito (N-NO>), nitrogénio
do nitrato (N-NO3) e alcalinidade total (CaCOs) a cada dez dias (APHA, 2012).

Desempenho zootécnico e beneficios econémicos
Inicialmente e a cada dez dias até o final do experimento, foram realizadas biometrias
para avaliar o desempenho zootécnico dos camarfes. Ao final do experimento, todos os

camard@es foram pesados e contados para calcular as varidveis zootécnicas: ganho de biomassa,
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peso médio final, taxa de crescimento especifico, sobrevivéncia, produtividade e fator de
conversdo alimentar. Essas variaveis foram calculadas a partir das seguintes férmulas:

Ganho de Biomassa = Biomassa Final — Biomassa Inicial

Biomassafinal
Peso Médio Final = f (9)

n® deanimaisaofinaldoexperimento

) o Lnpesofinal — Lnpesoinicial
Taxa de Crescimento Especifico = N° dias x 100

n® final de animais

Sobrevivéncia (%) = ( ) < 100

n° inicial de animais

(Biomassafinal + 1000)

Produtividade (Kg /m3) =
rodutividade (Kg /m?) Volume utilizado no experimento (m3)

AlimentaGaofornecida (Peso da ragao)

Fator de Conversao Alimentar = -
Ganho de Biomassa

Os custos dos aditivos e animais foram estimados da seguinte forma para fins de
calculos: USD 6.5 NT/kg; USD 9.5 MOS/kg; USD 16.5 /kg racdo de bercério e USD 2.38 para
100.000 pos-larvas. Os beneficios econdmicos na produgéo de P. vannamei foram calculados
utilizando uma abordagem baseada na metodologia de Retorno sobre Investimento (ROI),
conforme descrito por Phillips & Phillips (2019). A férmula utilizada foi:

USD/100.000 juvenis produzidos = ((nimeros de PL estocadas x sobrevivéncia x peso
final x FCA x 0,001) x prego da racdo) + (custo para 100.000 pos-larvas) + custo do

aditivo)/sobrevivéncia

A anélise das diferencas relativas entre os custos de producéo foi realizada utilizando a
férmula descrita por Triola (2020):
Custo Controle — Custo Tratamento

Diferenca Relativa (%) = Custo Controle % 100

Essa formula foi aplicada para comparar os tratamentos (NT, MOS e NM) em relagédo

ao controle, permitindo calcular as redugfes percentuais nos custos de producdo. Essa
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abordagem oferece uma interpretacdo quantitativa das diferengas econdmicas observadas entre

0s grupos, mesmo na auséncia de replicacOes estatisticas tradicionais.

Contagem total de hemécitos

Ao término do experimento de oferta das dietas com aditivos, foi efetuada a coleta de
hemolinfa dos camardes (4 por tratamento), conforme o protocolo estabelecido por Guertler et
al. (2013), para a contagem total de hemdcitos. Para tanto, utilizaram-se 100 pl de hemolinfa
coletada, que foi misturada com uma solucéo de anticoagulante modificada (MAS-Formol)
contendo formaldeido a 4%. A estimativa do numero de células foi realizada utilizando uma

camara de Neubauer, sendo as contagens executadas em triplicata.

Morfologia intestinal

Apo6s o periodo de oferta das dietas com aditivos, foram coletados intestinos (4
camardes por tratamento) para analise da morfologia intestinal. Os intestinos coletados foram
imersos em solugdo de Davidson (AFA) por 70 horas, seguida pela transferéncia para uma
solucdo de etanol a 70% para a confeccdo das laminas histoldgicas (micrétomo, Leica). Estas
laminas foram submetidas & coloracdo com hematoxilina e eosina (HE), conforme descrito por
Lightner (1996). Os cortes histologicos foram analisados e fotografados utilizando um
microscopio optico (BX 41 OLYMPUS, Olympus Corporation, Toquio, Japdo) equipado com
uma camera Leica (K5) e objetivas de 40x e 100x.

As medicdes histomorfoldgicas do intestino foram realizadas utilizando o software
ImageJ (1.46r), conforme descrito por Pérez-Pascual et al. (2017). Foram avaliados os
seguintes parametros: (1) altura do vilo (VH), definida como a disténcia entre a membrana
basal e o topo do vilo; (2) largura das vilosidades (VW), medida transversalmente na porgao
média do vilo; (3) altura da dobra intestinal (FH), determinada como a distancia entre a
membrana basal e o inicio da camada de enterdcitos; e (4) altura dos enterocitos (EH),
correspondente a espessura da camada de enterdcitos. Para garantir a precisdo das medigdes,

foram analisadas todas as vilosidades visiveis em cada ld&mina histoldgica.

Desafio viral

Apds 30 dias do experimento de oferta das dietas com aditivos, foi realizado o desafio
viral com IMNV, segundo Silva et al. (2015), através de inje¢do intramuscular usando um
indculo com carga viral de 10° copias/ug de RNA total. Nesta etapa, os animais foram
novamente transferidos para unidades de 15 L de volume util, mantendo a densidade de 1
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camarao/litro, utilizando-se a agua da etapa de engorda (parametros da dgua utilizada: Amdnia
[mg N- (NH4 + NH3) L] 2,65 + 4,96, Nitrito (mg N-NO,. L) 2,71+2,99, Nitrato (mg N- NOs.
L) 1,58 + 1,8 e Ortofosfato (mg PO4. L) 30,36 + 35,27).

O desafio viral durou 21 dias e, diariamente, os camarfes foram monitorados para a
observacao de sinais clinicos de infeccdo por IMNV e mortalidade. Todos os camardes mortos
e sobreviventes ao final do experimento foram coletados e estocados a —80°C, para analise de
PCR visando a confirmagéo da infeccdo por IMNV. Os animais que apresentaram sinais e

ficaram moribundos foram fixados para analise histopatoldgica.

Extracdo de RNA, sintese de cDNA e nested-PCR

A extracdo de RNA foi realizada utilizando Trizol®, conforme as instru¢des do
fabricante, e a sintese de cDNA foi conduzida com o kit Improm-11™ Reverse Transcription
System (Promega, Madison, WI, USA), usando 130 ng/pl de RNA total e 0.5 pg de oligo(dT)s,
seguindo os protocolos recomendados pelo fabricante. Para a nested-PCR foi utilizado o
protocolo de Poulos e Lightner (2006).

Analise histopatoldgica

Na fase de desafio viral, os camardes moribundos de cada tratamento tiveram o tecido
abdominal coletado. Os tecidos abdominais coletados foram imersos em solugéo de Davidson
(AFA) por 70 horas, seguida pela transferéncia para uma solugdo de etanol a 70% para a
confec¢do das laminas histolégicas, conforme descrito por Lightner (1996).

Para avaliar a infiltracdo hemocitica e a presencga de necrose nos tecidos infectados, foi
aplicada a metodologia de Cervellione et al. (2017). A infiltragéo celular e a necrose foram
avaliadas como porcentagem da area total do tecido, calculada pela relacdo entre a &rea
infiltrada ou necrosada e a area total do tecido analisado, com classificagdes estabelecidas a
partir de Kumeiko et al. (2018) e Gomes et al. (2021) da seguinte forma: ndo infiltrado (< 10%),
infiltracdo minima ou ausente de resposta imunoldgica visivel; infiltracdo Leve (10%-24%);
infiltracdo Moderada (25% a 49%) e infiltracdo Avangada (>50%), indicando necrose avangada
ou estagio final da infeccdo.

A captura de imagens das amostras histoldgicas foi realizada utilizando um microscopio
Olympus equipado com uma camera Leipzig e o software Future WinJoe. Posteriormente, as
imagens foram analisadas por meio do software ImageJ versdo 2.7.0 para a quantificacdo
precisa das areas de infiltracdo hemocitica em relagéo a area total do tecido.
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Analise estatistica

Os resultados foram submetidos aos testes de homogeneidade (teste de Levene) e
normalidade (teste de Shapiro-Wilk). A ANOVA unidirecional foi aplicada nas seguintes
variaveis: contagem total de hemdcitos, produtividade (kg/m3), FCA, peso final, taxa de
crescimento especifico, sobrevivéncia ao final do desafio de IMNV e; para as variaveis de
qualidade da agua, alcalinidade, nitrogénio-nitrito, nitrogénio do nitrato e ortofosfato, foi
utilizada ANOVA de medidas repetidas. Para a avaliacdo das diferencas entre as médias, foi
utilizado o teste de Tukey (HSD - Honest Significant Difference).

Para os dados ndo paramétricos, foi utilizado o teste de Friedman em analises de
parametros de qualidade de 4gua como salinidade, pH, sélidos sedimentaveis e NAT amoénia.
O teste U de Mann-Whitney para amostras independentes e o teste de Kruskal-Wallis com a
correcéo de Bonferroni (comparagdo pareada) foram utilizados para a sobrevivéncia durante a
engorda e para analise das vilosidades do intestino (ZAR, 2013). Para todas as analises, foi
considerado o nivel de significancia de 5%. As andlises estatisticas foram realizadas com o
auxilio do R, versdo 4.4.0, via R Studio, versdo 2024.04.1+748.

2.4. RESULTADOS

Qualidade de Agua
Durante a fase de bercério, ndo foram observadas diferencas significativas (P>0,05)

entre os tratamentos em relacéo as variaveis de qualidade da dgua (Tabela 1).

Desempenho Zootécnico

Os dados de desempenho dos camardes ao final da fase de bercério estdo resumidos na
Tabela 2. N&o foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos para a
produtividade (kg m?), FCA, peso final e TCE. Entretanto, a sobrevivéncia foi
significativamente maior no tratamento com MOS (99,70%).
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Tabela 1. Variaveis de qualidade de &gua dos bercarios de P. vannamei alimentados com as

dietas experimentais durante 30 dias.

. Tratamentos
Variaveis
NT MOS NM Controle (C)
Salinidade (gL'l) 30,94+2,25 30,82+2,19 30,97+2,19 30,85+2,50
pH 7,47+0,43 7,40+0,44 7,38+0,43 7,42+0,47

Solidos sedimentaveis (mIL™?)  0,94+1,00  1,48+2,12  0,69+0,65  1,17+1,60
Amonia [mg N- (NH4 + NHz)
LY
Nitrito (mg N-NO,. L?) 5,22+5,73  5,44+6,73  9,29+5,78  8,58+8,22
Nitrato (mg N- NOs. L) 1,66+0,86  1,0440,97  0,94+1,06  0,94+0,90
Ortofosfato (mg POa4. L) 34,65+22,46 46,39+37,70 34,61+42,80 22,56+19,64

Alcalinidade (mg CaCOs. L'1) 121,15+48,05 115,71+36,21 106,67+37,32 114,58+42,07
Oxigénio Dissolvido (mgL™)
(Manh@)

Oxigénio Dissolvido (mgL™)
(Tarde)
Temperatura (°C) (Manha) 30,29+0,61  30,12+2,0  30,31+0,60  30,31+0,6

Temperatura (°C) (Tarde) 30,56£3,0 30,22+1,13  30,29+0,5 30,27+£0,5

Os dados correspondem a média + desvio padrdo. Os resultados foram analisados por ANOVA de medidas
repetidas (p < 0,05) seguido pelo teste de Tukey para dados paramétricos e teste de Friedman (p <0,05) seguido
pelo teste de comparacGes multiplas de Conover com correcdo de Holm-Bonferroni para dados ndo
paramétricos. Os valores médios na mesma linha com sobrescritos diferentes diferem significativamente.

0,52+0,59 0,36+0,48 0,90+1,05 0,25+0,29

6,25+0,45 6,14+0,5 6,22+0,57 6,33+0,5

6,81+0,67 6,19+0,4 6,26+0,46 6,32+0,3

Tabela 2. Variaveis de desempenho zootécnico de P. vannamei na fase de bercario apos a oferta
de dietas com inclusdo de aditivos durante 30 dias.

Peso

Tratamentos kg.m? Sobrevivéncia (%) FCA Final (g) TCE (%)
NT 1,81+0,10 89,63+2,96" 1,33+0,07  0,45+0,03 12,68+0,20
MOS 1,79+0,05 99,70+0,26° 1,34+0,03  0,40+0,01 12,30+0,08

NM 1,84+0,10 92,00+8,23° 1,31+0,07 0,45+0,05 12,65+0,38
Controle (C)  1,79+0,25 89,11+1,56" 1,36+0,20  0,45+0,06  12,63+0,41

Dados correspondem a média * desvio padréo. Os resultados (kg.m?, FCA, peso final e TCE) foram analisados
por meio da ANOVA (p < 0,05), seguido pelo teste de Tukey. A sobrevivéncia foi analisada por meio do teste de
Kruskal-Wallis (p < 0,05) com a correcdo de Bonferroni. Os valores médios na mesma coluna com sobrescritos
diferentes diferem significativamente.
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Beneficios econdémicos

Em termos econdmicos, 0s custos de producdo de 100.000 juvenis de Penaeus
vannamei foram: Controle - USD 1.276,89; NT - USD 1.261,27; MOS - USD 1.117,47; e NM
- USD 1.224,85. Esses valores resultaram em ganhos econdmicos de USD 15,62 (NT), USD
159,41 (MOS) e USD 52,03 (NM) quando comparados ao controle.

A andlise das diferengas relativas revelou uma redugdo de 1,22% nos custos para o
tratamento NT, 12,49% para o tratamento MOS e 4,08% para o tratamento NM em relagéo ao
controle. Esses resultados indicam uma tendéncia de economia nos custos associada ao uso de

aditivos, destacando o potencial beneficio econdmico desses tratamentos.

Contagem total de hemdcitos ap6s a oferta da dieta com aditivos

O tratamento com a combinagdo dos aditivos NT e MOS (NM) resultou em uma
contagem de hemécitos significativamente superior (4,77+1,77 x10° células mL ™) em relacdo
aos demais tratamentos. Em contrapartida, os tratamentos com a adicéo isolada de nucleotideo
(NT) (2,48+1,35 x10° células mL~*) e mananoligossacarideos (MOS) (2,37+1,62 x10° células
mL ™) ndo tiveram diferenca entre si, sendo o controle (1,38+0,89 x10° células mL™Y) o que

apresentou as menores contagens entre os tratamentos (Tabela 3).

Tabela 3. Contagem de total de hemdcitos dos juvenis de P. vannamei ap6s 30 dias de oferta

de racdo com aditivos.

Tratamentos CTH
(x10° células mL 1)
NT 3,07+1,00°
MOS 3,07+1,20°
NM 6,72+0,542
Controle 1,71+0,78°

Dados correspondem a média + desvio padrdo. Os resultados foram analisados por meio da ANOVA (p < 0,05)
seguido pelo teste de Tukey. Os valores médios na mesma coluna com sobrescritos diferentes diferem
significativamente.

Morfologia intestinal
Os resultados da analise da morfologia intestinal dos juvenis de P. vannamei apés 30

dias de tratamento com aditivos dietéticos mostraram variagcdes significativas entre 0s
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diferentes tratamentos. Os intestinos dos camardes do controle apresentaram uma das maiores
alturas da dobra (18,55 um), enquanto o tratamento NM apresentou a menor altura (7,72 um),
evidenciando uma diferenca significativa entre esses tratamentos. Os tratamentos NT e MOS
ndo mostraram diferencas significativas entre si na altura da dobra, com valores medios
significativamente maiores que o tratamento NM, mas semelhantes ao controle (Tabela 4).
Em relagdo a altura dos enterocitos, altura e largura da vilosidade, o tratamento com
MOS apresentou 0s maiores valores, sendo 6,64 um, 11,92 um e 11,42 pum, respectivamente.
Contudo, MOS foi superior apenas na largura da vilosidade, enquanto o tratamento NM
continuou apresentando os menores valores (3,24 um, 5,60 um e 6,01 um, respectivamente),
evidenciando os resultados inferiores desse tratamento. Na largura da vilosidade, foi observado
que o tratamento MOS apresentou resultados semelhantes ao controle, enquanto os camardes
pertencentes ao tratamento NM também foram semelhantes ao controle, embora MOS e NT

foram significativamente diferentes entre si (Tabela 4).

Tabela 4. Morfologia intestinal de juvenis de P. vannamei apds 30 dias de oferta de ragdo com

aditivos.

Tratamentos

Variaveis

NT M NM Controle

Altura da

Dobra (um) 1538+2,262 14,63+0,82% 7,72+0,93° 1855+1,82%
Altura dos

Enterdcitos

(um) 533+1,42° 6,64+178% 324+069°¢ 7,72+126°%
Altura da

Vilosidade

(um) 10,14+1 438 11,92+6,83 560+1,96° 10,44+1532
Largura da

Vilosidade

(um) 8,45+2,44°  11424531"  6,01£304°  7,21+2,06°

Dados correspondem a média + desvio padrdo. Os dados ndo paramétricos foram analisados por Kruskal-Wallis
(p < 0,05) com a correcdo de Bonferroni (comparacdo pareada). Letras diferentes entre a coluna indicam
diferencas significativas.

Desafio viral
Para a 1°PCR, foram determinados o0s seguintes percentuais de amostras positivas: 0%
para NT; 33% para MOS; 66% para NM e 66% para o controle; enquanto que para a 22 PCR,

todas as amostras foram positivas (100% de detecgéo).
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Quanto a sobrevivéncia dos camarfes submetidos ao desafio experimental, 0s
resultados revelaram que a sobrevivéncia é reduzida significativamente a partir do oitavo dia
em todos os tratamentos, com diferencas significativas entre os tratamentos MOS e NT quando
comparados ao NM e controle. Os tratamentos MOS e NT apresentaram as mais altas taxas
médias de sobrevivéncia, com 30,56% e 26,67%, respectivamente, seguidos de controle e NM,
com 15,56 % e 11,11% (Figura 1).

Sobrevivéncia diaria do Juvenis P. vannamei desafiados com IMNV
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Figura 1. Sobrevivéncia (em porcentagem) diaria de juvenis de P. vannamei desafios ao IMNV.

Analise histopatoldgica

Foram determinados diferentes niveis de infiltracdo hemocitica nos tratamentos NT,
MOS, NM e controle submetidos ao desafio do IMNV. Os resultados indicam variagcdes nos
niveis de infiltracdo entre os diferentes tratamentos (Figura 2).

Os camardes dos tratamentos NT e NM apresentaram niveis de infiltracdo classificados
como "ndo infiltrados". Por outro lado, os camardes tratados apenas com MOS exibiram niveis
mais baixos de infiltracdo, "infiltracio moderada”, enquanto o grupo controle apresentou
"infiltracdo leve" (Figura 2).
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Figura 2. Imagens microscopicas (x10) do tecido abdominal do P. vannamei, mostrando
infiltragdes hemociticas nos diferentes tratamentos. A) Tratamento com Nucleotideo - Néo
Infiltrado; B) Tratamento com MOS - Infiltracdo Moderada; C) Tratamento com Nucleotideo
e MOS (NM) - N&o Infiltrado; D) Controle - Infiltracdo Leve.

2.5. DISCUSSAO

As varidveis de qualidade de dgua durante a fase de bercgério e no desafio com IMNV
permaneceram dentro de faixas aceitaveis para o cultivo de P. vannamei (VAN WYK et al.,
1999; KUHN et al., 2010; VALENCIA-CASTANEDA et al., 2019), indicando que os aditivos
empregados ndo afetam a qualidade da agua, ao passo que o sistema simbidtico mostrou uma
capacidade notavel de regular compostos nitrogenados em bercarios de camardes marinhos

com salinidade inferior a 30 gL ™*.

Andrade et al. (2021) revelaram resultados semelhantes, destacando a importancia do
sistema simbiotico para o controle eficaz desses compostos. Esta estratégia tem se mostrado
extremamente eficiente para preservar a qualidade da agua e melhorar a performance
zootécnica dos camardes durante o periodo de bercario (ANDRADE et al., 2021). A qualidade
da &gua nos sistemas com inclusdo de MOS apresentou um aumento nos valores de solidos

sedimentaveis em comparacéo aos demais sistemas, embora sem diferencas significativas.
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Os dados de desempenho (produtividade, peso final, FCA e TCE) dos camardes apds
30 dias na fase de bercario ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos.
Entretanto, a sobrevivéncia foi maior no tratamento com MOS. Ha poucos estudos que
exploram o uso de aditivos derivados de leveduras nessa fase inicial da produgéo,
especialmente devido ao tempo reduzido de oferta da dieta e a forma de aplicacdo dos aditivos.
No entanto, pesquisas recentes em sistemas simbidticos tém mostrado resultados positivos na
fase de bercario (ANDRADE et al., 2021; LIMA et al., 2021; PANIGRAHI et al., 2020). Esses
sistemas favorecem o crescimento de microrganismos probidticos, o controle de compostos
nitrogenados e a supressao de Vibrio, o que pode explicar a similaridade no crescimento e no
FCA entre os tratamentos.

Apesar de ndo terem sido identificadas diferengas no desempenho zootécnico entre 0s
tratamentos, observou-se um beneficio econémico ao levar em conta a producdo de 100.000
camardes juvenis. Incorporar nucleotideos (NT) e manoligossacarideos (MOS) em bergéarios
de P. vannamei com sistemas simbidticos pode diminuir os gastos de producdo. Em uma
situacdo hipotética de um tanque de bercario comercial com 100.000 pds-larvas, a produgédo
com aditivos apresenta custos inferiores aos do controle em USD 15,62, USD 159,41 e USD
52,03, respectivamente, quando comparado ao uso isolado de NT, MOS ou & combinacéo de
aditivos (NM). Estes achados indicam consideraveis vantagens financeiras decorrentes da
maior eficiéncia na alimentacdo e da melhoria da saude dos camarfes durante a fase de
bercario. Esse beneficio econdmico é especialmente relevante em sistemas de aquicultura
intensiva, onde os custos com alimentacdo representam a maior parte das despesas
operacionais, chegando a equivaler a 60% dos custos da producgdo, como foi observado em um
estudo de Engle et al. (2017).

Ao final da fase de bercgéario, observou-se uma maior contagem total de hemdcitos
(células de defesa dos camardes), nos tratamentos com a adigdo de NM. Esse aumento de CTH
é um indicativo de uma melhor satde dos camardes ao final do ciclo de bercario, podendo ser
um indicativo de uma maior probabilidade de sobrevivéncia ap6s transferéncia para os viveiros
de engorda. Esses resultados na fase de bercérios estdo em consonéncia com os estudos
conduzidos por Solidum et al. (2016), Mameloco e Traifalgar (2020) e Wang et al. (2021) com
juvenis de P. vannamei, que investigaram os efeitos da suplementacdo com MOS e/ou f-
glucano e observaram maior contagem total de hemadcitos nos camardes alimentados com
ragcdes contendo esses aditivos.

Novriadi et al. (2022) observaram que a inclusdo de nucleotideos (NT) em ragdes para
juvenis de P. vannamei, com substituicdo parcial da farinha de peixe por proteina vegetal,
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resultou em um aumento na contagem total de hemaocitos (CTH). De forma semelhante,
Andrino et al. (2012) relataram ndo apenas o aumento de CTH, mas também uma maior
atividade respiratoria e de fenoloxidase em camarfes alimentados com dietas contendo
nucleotideos. Esses resultados, obtidos com a adicdo de MOS e NT, corroboram os achados
deste estudo, que indicam um aumento de CTH nos camardes alimentados com racoes
suplementadas com aditivos a base de leveduras.

A contagem total de hemdcitos (CTH) é um indicador chave da resposta imunolégica
em P. vannamei, sendo essencial para fungdes como fagocitose, coagulagcdo e producdo de
compostos antimicrobianos. Nos tratamentos avaliados, a suplementacdo com aditivos
dietéticos, particularmente NM, promoveu um aumento significativo na CTH, destacando seu
potencial imunomodulador. Tratamentos com MOS e NT também apresentaram melhorias,
embora menos acentuadas, sugerindo que diferentes tipos de aditivos podem exercer efeitos
variados sobre a hematopoiese e a mobiliza¢do de hemacitos.

Supino et al. (2021), relataram aumentos consistentes na CTH em camardes
suplementados com probioticos, como Bacillus coagulans, demonstrando que a incluséo de
aditivos dietéticos favorece a resposta imunoldgica. A ativacdo do sistema imune de P.
vannamei ocorre em resposta a estimulos como infeccdes e estresse ambiental, desencadeando
a producéo e liberacdo de hemdcitos na hemolinfa (PAM et al., 2019). Além disso, fatores
estressores, como variacdes de temperatura, podem mobilizar hemdcitos dos tecidos para a
hemolinfa, resultando em aumentos temporarios da CTH (LI et al., 2013). Esse mecanismo
fisioldgico pode explicar os resultados observados, especialmente nos tratamentos que se
destacaram, reforcando o papel dos aditivos no fortalecimento da resposta imune.

A exposicdo a patdgenos desencadeia uma resposta imunoldgica robusta em P.
vannamei, mediada pela liberacdo de peptideos antimicrobianos e citocinas, que ativam e
proliferam hemocitos, promovendo fungdes como fagocitose e liberacdo de enzimas
antimicrobianas (HUANG et al., 2013). Nos tratamentos com NT e MOS, o aumento
significativo da contagem total de hemdcitos (CTH) observado anteriormente parece ter
contribuido para uma maior sobrevivéncia dos camardes frente ao desafio, refor¢ando o papel
dos hemacitos na defesa contra patdégenos. A sobrevivéncia nesses tratamentos foi superior a
do controle e a0 NM, indicando uma resposta imunologica mais eficaz.

Os hemdcitos também desempenham um papel crucial na produgdo de fenoloxidase,
uma enzima fundamental para a coagulacédo e o encapsulamento de patégenos, isolando agentes

infecciosos e limitando sua disseminagdo (YEH et al., 2009). Esse mecanismo demanda um
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aumento continuo de CTH, o que pode explicar a maior eficiéncia imunoldgica nos tratamentos
com NT e MOS, que apresentaram melhores taxas de sobrevivéncia.

Alguns estudos sugerem que a adicdo de derivados de leveduras, tais como
mananoligossacarideos (MOS) e B-glucano, tem um impacto consideravel na regulacdo do
sistema imunoldgico de camardes, potencializando sua resisténcia a agentes patogénicos.
Solidum et al. (2016) notaram que doses moderadas de MOS mais B-glucano impulsionaram a
sobrevivéncia de juvenis de P. vannamei expostos ao Vibrio parahaemolyticus. Contudo, os
autores também mencionaram que doses elevadas dessa suplementacdo resultaram em
supressdo imunoldgica, sugerindo que a dosagem € um elemento crucial para o rendimento
imunoldgico. O uso combinado de nucleotideos e MOS (NM) apresentou resultados de
sobrevivéncia inferiores em comparacdo aos tratamentos com a aplicacdo desses prebioticos
de forma isolada. Portanto, os resultados indicam que a utilizacdo de produtos derivados de
leveduras precisa ser equilibrada para aumentar a resisténcia imunoldgica dos camarfes sem
provocar efeitos prejudiciais.

Andrino et al. (2012), ao avaliar a inclusdo de nucleotideos na dieta de P. vannamei,
também observaram beneficios significativos em termos de sobrevivéncia frente ao desafio
com o virus WSSV. Sabry Neto e Nunes (2015), com a adi¢do de pB-glucano, observaram uma
significativa melhoria na sobrevivéncia dos camardes diante do desafio com o virus IMNV e
Haryanti et al. (2020), analisando os efeitos de nucleotideos sintéticos e levedura inteira de
Saccharomyces cerevisiae na sobrevivéncia e resposta imunolégica de P. vannamei desafiados
com IMNV, também observaram maior taxa de sobrevivéncia quando comparado ao
tratamento controle. Esses resultados foram obtidos com a adi¢do de MOS e NT, corroborando
os resultados observados de maior sobrevivéncia.

Entretanto, a combinacdo de NT e MOS (tratamento NM) foi semelhante ao controle
em termos de sobrevivéncia, apesar de apresentar a maior contagem de hemdcitos. Esses
resultados ressaltam que a eficacia de um tratamento pode depender de multiplos fatores, como
a frequéncia de administracdo, a combinacdo especifica de aditivos e a dose ideal de cada
componente.

Estudos prévios, como o de Mameloco e Traifalgar (2020), sugerem que protocolos de
suplementacéo ajustados, como a aplicacédo intercalada de aditivos, podem ser mais eficazes na
promocao de respostas imunoldgicas robustas. Assim, a sobrevivéncia dos camardes pode estar
relacionada a uma interacdo mais complexa entre os fatores imunolégicos e os parametros de

manejo utilizados no experimento.
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Outra vantagem significativa dos MOS é a modulagdo da flora intestinal, promovendo
a proliferacdo de bactérias benéficas, como Lactobacillus e Bifidobacterium, enquanto
reduzem bactérias patogénicas, como o Vibrio, aumentando a resisténcia do camardo a
enfermidades e infecgdes (GAINZA & ROMERO, 2020). J& os nucleotideos desempenham
um papel essencial na produgdo de DNA e RNA. Quando fornecidos via fonte exdgena por
meio da dieta, podem ser utilizados diretamente na sintese de acidos nucleicos, favorecendo
celulas com alta capacidade de proliferacdo, como aquelas do sistema imunoldgico e digestivo.
Esse processo € particularmente importante para o desenvolvimento celular, a regeneracéo
tecidual e a multiplicacdo celular eficaz (CAO et al., 2011).

No ambito do presente estudo, o tratamento com nucleotideos (NT) demonstrou uma
taxa de sobrevivéncia superior a do grupo controle, ressaltando os beneficios deste aditivo,
visto que segundo Jing (2011), est4 associado a producdo de hemdcitos, células cruciais na
defesa contra patdgenos, e ao aumento da atividade de enzimas antioxidantes, como superoxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT), que resguardam as células contra o estresse oxidativo.
Além disso, os nucleotideos promovem a ativacao de enzimas lisossomais, como a lisozima e
a fenoloxidase, fundamentais na remocéo de patdgenos invasivos (JING, 2011).

A utilizacdo de suplementos contendo nucleotideos (NT) e mananoligossacarideos
(MOS) tem recebido grande reconhecimento por aprimorar a saude intestinal e reforcar o
sistema imunolégico em organismos aquaticos. Os nucleotideos sdo fundamentais para a
regeneracdo celular, particularmente em situacfes de rapido crescimento e recuperacdo de
tecidos (YONG et al., 2020). Além disso, a estabilidade energética proporcionada pelos NT,
aliada ao controle do metabolismo de proteinas, glicose e lipidios possibilitam uma distribuicdo
mais eficaz de energia para processos de crescimento e resposta imunoldgica (GUO et al.,
2016). Neste estudo, o tratamento com nucleotideos ndo diferiu do controle, sugerindo que,
mesmo sem trazer beneficios notaveis, a utilizacdo dos nucleotideos ndo afetou a integridade
do intestino.

Similarmente, o tratamento MOS néo foi distinto do grupo controle para as variaveis
histoldgicas do intestino, como a altura das vilosidades e a largura das vilosidades. 1sso indica
que, em sistemas equilibrados, a suplementacdo isolada dos MOS ndo modifica
significativamente a morfologia do intestino. Porém, a capacidade dos MOS de favorecer a
salde digestiva e imunoldgica estd fortemente associada a sua funcdo na regulacdo da
microbiota intestinal e no aprimoramento da eficiéncia digestiva (ZHANG et al., 2012).

Por outro lado, a combinagdo de NT e MOS no tratamento NM revelou um rendimento

inferior nas variaveis histoldgicas analisadas, com quedas significativas na altura da dobra, na
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altura dos enterdcitos, na altura das vilosidades e na largura das mesmas. Essa regressdo pode
ser explicada por potenciais interag0es adversas ou antagonismos entre os dois aditivos quando
usados em conjunto, restringindo seus efeitos positivos individuais. Pesquisas indicam que
combinagOes improprias de aditivos podem provocar efeitos sinérgicos nocivos, destacando a
necessidade de modificacdes nas formulagfes para assegurar 0s beneficios de cada suplemento
(ZHANG et al., 2012). Adicionalmente, a interacdo entre elementos como nucleotideos e
prebidticos pode afetar diretamente os processos de regeneracdo tecidual e a resposta
imunoldgica, conforme ressaltado por Wang et al. (2021) em pesquisas sobre prebidticos
utilizados em organismos aquaticos.

A infeccdo pelo IMNV em P. vannamei manifesta-se predominantemente por necrose
das fibras musculares no tecido abdominal, acompanhada de infiltracdo de células de defesa,
como os hemdcitos, nas areas afetadas. Esse processo imunolégico gera uma resposta
inflamatoria que resulta na aparéncia esbranquicada e opaca do musculo, uma caracteristica
marcante da doenca (PUSPITASARI et al., 2023).

No presente estudo, as analises histoldgicas revelaram a presenca de infiltragdo
hemocitica no musculo abdominal, com infiltragdo minima ou auséncia de infiltragéo visivel
nos camardes dos tratamentos NT e NM. Segundo Baladrat et al. (2022), o processo de
infiltragdo atua como um mecanismo de encapsulamento e isolamento das células necrosadas,
com o objetivo de restringir a propagacdo do dano. Contudo, esse mecanismo imunoldgico,
apesar de proteger, pode também intensificar a lesdo muscular ao aumentar a inflamacéo local.
Trata-se de uma reagdo imunopatoldgica que visa eliminar o virus, mas que, a0 mesmo tempo,

favorece a progressao do dano tecidual.

2.6. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo indicam que a adi¢do isolada de 0,3 g de nucleotideos/kg de
racdo (NT) ou 0,54 g de mananoligossacarideos/kg de racdo (MOS) apresenta beneficios
distintos no cultivo de P. vannamei em bercarios intensivos com sistema simbidtico. Em
particular, MOS se mostrou mais eficiente em elevar a taxa de sobrevivéncia durante a fase de
bercéario, auxiliando para um desempenho econdmico superior nesta fase. O tratamento com
NT resultou em uma contagem de hemacitos semelhante & obtida com MOS, e ambos foram

superiores ao controle, indicando melhorias na resposta imunoldgica dos camardes.
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Apesar dos dois aditivos terem demonstrado beneficios em diversas areas, a
combinacdo de NT e MOS (NM) ndo trouxe beneficios adicionais relevantes, exibindo taxas
de sobrevivéncia ap6s o desafio com IMNV similares as do grupo controle.

Estes resultados ressaltam que a aplicac&o individual de NT ou MOS é uma tética eficaz
e duradoura para a aquicultura intensiva, favorecendo a saude, o rendimento e a eficacia
produtiva. A escolha cuidadosa de aditivos funcionais, levando em conta seus impactos
especificos durante o ciclo de producdo, sdo cruciais para aprimorar a saude e a eficiéncia

produtiva dos camardes.
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