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RESUMO

O odleo de coco (Cocos nucifera) é considerado uma substancia imunoestimulante natural contendo
compostos bioativos com a capacidade de regular ou modificar a resposta imunolégica e aumentar a
resisténcia contra patégenos. Portanto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o 6leo de C. nucifera
suplementado na dieta como um potencial antiviral para reduzir a mortalidade causada pelo virus da
mancha branca (WSSV) na cultura do camaréo Litopenaeus vannamei. Dois bioensaios foram realizados
com camardes juvenis: o primeiro (20 dias) consistiu em |) alimentagédo comercial (AC); Il) AC + 2,5% dleo
de coco extra virgem (OCEV); Ill) AC + 5% OCEYV e o segundo bioensaio (27 dias) com |I) AC + WSSV; II)
AC + 2,5% OCEV + WSSV; lll) AC e IV) AC + 2,5% OCEV. No final, taxa de crescimento especifico (TCE),
sobrevivéncia, contagem total de hemécitos (CTH) e somente no bioensaio Il foi determinada a prevaléncia
do WSSV. Os resultados do TCE, CTH para ambos os bioensaios ndo mostraram diferencas significativas
entre tratamentos, assim como a sobrevivéncia no bioensaio |. Entretanto, houve diferengas significativas
entre tratamentos e sobrevivéncia no bioensaio Il. Entretanto, houve diferencas significativas na
sobrevivéncia no bioensaio Il (p = 0,0030) entre o tratamento | (83,3%) e os demais tratamentos que
apresentaram maiores sobreviventes. Conclui-se que os resultados da prevaléncia de WSSV no bioensaio
Il mostraram que a adicdo de 2,5% de OCEV na racéo teve um efeito na diminuicdo da prevaléncia e carga
viral de WSSV em jovens L. vannamei, entretanto, estes resultados ndo mostraram diferengas significativas
com o resto dos tratamentos, ndo mostraram efeitos negativos em termos de sobrevivéncia e TCE, nem
houve um efeito no CTH entre os tratamentos de ambos os bioensaios.

Palavras-chave: Coccus nuciferae, Litopenaeus vannamei, acidos graxos, WSSV, imunoestimulantes,
atividade antiviral.

ABSTRACT
The objetive of this study was to evaluate the antiviral potential of coconut (Cocos nucifera) oil supplemented
in the diet of whiteleg shrimp (Litopenaeus vannamei) to reduce the mortality caused by the white spot
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syndrome virus (WSSV) under shrimp culture. Two bioassays were conducted for shrimp juveniles. The first
bioassay (20 days) consisted of supplying the following feeds: 1) commercial feed (CF); Il) CF + 2.5% of
extra virgin coconut oil (EVCO); Ill) CF + 5% EVCO and the second bioassay (27 days), the following feeds
were supplied: I) CF + WSSV; II) CF + 2.5% EVCO + WSSV, Ill) CF; IV) CF + 2.5% EVCO. Specific growth
rate (EGR), survival, and total hemocyte count (THC) were determined in both bioassays. The prevalence
of WSSV was only determined for the second bioassay. The results of EGR, THC and prevalence of WSSV
indicate that there were no significant differences among treatments in both bioassays nor in survival during
the first bioassay. However, in the second bioassay, differences were found (p = 0.0030) between | (83.3%)
and the rest of treatments, which showed higher survival values. We conclude that the supplementation of
2.5-5.0% of EVCO in shrimp feed promoted a decrease in the prevalence and viral load of WSSV in juveniles
of L. vannamei. In addition, this supplement did not show negative effects in survival and EGR. Finally, no
immunosuppression or reduction of the immune response of THC was detected among treatments in both
bioassays.

Keywords: Cocos nucifera, Litopenaeus vannamei, fatty acids, WSSV, immunostimulants, antiviral activity.

INTRODUCAO

A criacdo de camardo nos paises em desenvolvimento contribui para o seu crescimento
econoémico e fornece fontes de emprego (Patil et al., 2021); dentro desta actividade, a
producdo de camardo L. vannamei a nivel mundial (4,966241 t) excede a de outros
camardes penaeideos (154,615 t) (FAO, 2018), contudo, as doencgas infecciosas e as
diferentes condi¢cdes ambientais tém colocado um desafio continuo na criacdo de
camardo de qualquer espécie (FAO, 2018), gerando grandes perdas econdmicas e
instabilidade na industria da criacdo de camaréao (Varela et al., 2017).

As doencas virais sdo as mais dificeis de controlar devido ao seu grande poder de
disseminagcdo, as suas multiplas vias de infeccdo e ao vasto espectro tanto de
hospedeiros selvagens como de criacdo (Wang et al., 1997). O virus da sindrome da
mancha branca (WSSV) é um dos mais patogénicos virus do camarao que infectam uma
vasta gama de crustaceos decapodes em todo o mundo; alguns destes tém o papel de
vectores ou reservatorios (Flegel & Alday, 1998; OIE, 2019). Este virus pode também
causar mortalidades macicas que podem atingir 100% dos casos durante um periodo de
trés a dez dias apds os primeiros sinais clinicos da doenca (Marks, 2005).

Apesar dos tratamentos para a gestdo e controlo da doenca e mortalidade causada pela
presenca da WSSV, a Unica alternativa eficaz até agora na producdo de camardo é a
implementacdo de praticas de biosseguranca ou exclusdo, tais como a filtracdo e
desinfeccdo (Esparza-Leal et al., 2009). Contudo, a investigacdo cientifica esta
actualmente centrada na melhoria das préaticas de gestao e na reducdo das condicdes de
stress através da avaliacdo e desenvolvimento de aditivos imunoestimulantes, que se
tornaram uma estratégia nova e promissora para estabelecer a base de resisténcia e
medidas profilacticas para L. vannamei contra agentes patogénicos (Barracco et al.,
2014).

As substancias imunoestimulantes sdo obtidas através de fontes naturais e também por
sintese quimica baseada na estrutura molecular dos produtos naturais, estas substancias
tém a capacidade de regular ou modificar a resposta imunoldgica; por conseguinte, sao
também conhecidas como imunomoduladores ou imunopotenciadores, e podem ser
definidas como um componente natural que regula o sistema imunitario e aumenta a
resisténcia do hospedeiro contra doencas causadas por agentes patogeénicos (Bricknell
& Dalmo, 2005).
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Niu et al. (2018) mencionam que a utilizacdo de Porphyra haitanensis macroalgae (2,51
e 3,14%) como suplemento na alimentacdo aquatica melhora a resposta imunitaria de L.
vannamei, aumentando a resisténcia contra virus e bactérias, gerando uma melhoria na
funcao intestinal e resisténcia ao stress oxidativo.

DebMandal & Mandal (2011) analisam os compostos bioactivos de C. nucifera na
medicina tradicional indiana para a promocao da saude e prevencao da doenca. Entre
estes compostos bioactivos no coco encontram-se principalmente acidos gordos de
cadeia média, tais como acidos laurico, miristico e palmitico, compostos fendlicos e
vitamina E (Montoya, 2021). Dado o impacto negativo da sindrome da mancha branca na
criacao de camarao, salienta-se que o coco pode ter actividade antiviral, antibacteriana e
antiparasitaria e tem também um efeito imuno-estimulador em varios modelos animais,
incluindo um potencial efeito antiviral contra a SRA-CoV-2 (DebMandal & Mandal, 2011;
Elsbaey et al., 2021; Angeles-Agdeppa et al., 2021).

No presente trabalho, foi avaliado o 6leo de coco (C. nucifera), suplementado na dieta
com potencial antiviral para reduzir a mortalidade causada pelo virus da mancha branca
na cultura do camarédo branco L. vannamei.

MATERIAL E METODOS

Considerac0fes éticas. Este estudo cumpre a Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-
1999, especificacbes técnicas para a producédo, cuidados e utilizacdo de animais de
laboratério. L. vannamei ndo é considerada uma espécie ameacgada ou protegida.

Aclimatacdo do camardo as condi¢cdes de cultura. Para os bioensaios, foram
recolhidos camardes presumivelmente saudaveis de exploracfes aquicolas em San Blas,
Nayarit, e imediatamente transportados para o Laboratério de Biotecnologia Molecular
Experimental (LABME) da Escola Nacional de Engenharia Pesqueira (ENIP) em
recipientes plasticos de 100 L, com &gua dos tanques de cultura e aeracéo (X=5,4 + 0,12
mg/L). A aclimatacdo do camardo as condi¢cdes de cultura foi realizada durante 48 h,
ajustando a salinidade 2 %o/h até atingir 35 %o.. Foi utilizado um tanque de plastico com
uma capacidade de 1000 L contendo 800 L de agua do mar filtrada (20 um); os
organismos foram mantidos com arejamento continuo e por sua vez foram alimentados
com uma racgao diaria correspondente a 5% da sua biomassa total duas vezes por dia
08:00 e 17:00 h com ragéo comercial (AC, 35% de proteina).

Preparacdo das dietas experimentais com 0Oleo de coco (C. nucifera): O OCEV
utilizado para a preparacgéo das dietas experimentais foi submetido a uma anélise do perfil
dos acidos gordos, de acordo com o método proposto pela AOAC (2012). Para a inclusao
de oOleo de coco extra virgem (prensado a frio), a AC foi pulverizada num processador de
alimentos (Oster® modelo FPSTFP1355); a AC foi misturada com 6leo de coco (OCEV)
a 2,5% e 5% por 0,5 kg? de racdo. Ap6s a mistura, adicionou-se uma solucdo de
grenetina (4%) em 180 mL de agua destilada para formar uma pasta. O pellet foi feito a
partir da pasta resultante utilizando um moedor de carne (Torrey modelo 22), equipado
com um molde de 3/32" (3 mm). Os pellets formados foram colocados em bandejas para
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desidratacdo e secagem a temperatura ambiente durante 24 h; a racdo foi entdo
armazenada a 4 °C.

Analise proximal das dietas experimentais. Foi realizada uma analise proximal de AC
e CA com 2,5% de OCEV e AC com 5% de OCEV. As analises realizadas foram
humidade pelo método NMX-F-083-1986, cinzas pelo método NMX-F-607-NORMEX-
2013, lipidos (extracto etéreo) pelo método NOM-086-SSA1-1994 (apéndice normativo
C, numeral 1), proteinas (NX6). 25) com o método NMX-F-608-NORMEX-2011, fibra
bruta com o método NMX-F-613-NORMEX-2017 e hidratos de carbono totais com o
método NOM-051-SCFI/SSA1-2010 (por diferenga de anélise préxima).

In6culo viral WSSV e a sua detec¢cdo molecular por PCR. O indculo viral da WSSV
(251018) foi doado pelo Centro Interdisciplinario para el Desarrollo Integral Regional
(CIIDIR IPN Unidad Sinaloa), antes da sua utilizagao foi analisado com PCR simples e
testado (Kimura et al., 1996). A deteccdo de WSSV no inéculo e organismos foi realizada
por PCR de ponto final em duas fases; primeiro as amostras foram analisadas com PCR
simples, e as que eram negativas foram analisadas por PCR aninhada com os
oligonucledtidos propostos por Kimura et al. (1996).

Andlise da prevaléncia de WSSV. A prevaléncia foi determinada de acordo com a
percentagem de organismos doentes e/ou infectados com WSSV entre o namero de
organismos analisados de acordo com Margolis et al. (1982).

Recolha de hemolinfa e contagem total de hemdcitos (CTH). A extraccdo da
hemolinfa foi realizada antes da primeira racéo alimentar (7:00-8:00 da manha), para
evitar diferencas no ciclo circadiano; a hemolinfa foi obtida com uma seringa esterilizada
(1 mL) na artéria abdominal ventral (Fisher et al., 1995). A seringa foi pré-carregada com
200 pL de solucado anticoagulante isotonica SIC-EDTA (450 mM NaCl, 10 mM KCI, 10
mM EDTA-Naz, 10 mM HEPES, pH 7,3 e 850 mOsm kg™*) pré-arrefecida (4 °C) para
camaréo (Vargas-Albores et al.,1993) e colocada em tubos esterilizados de 1,5 mL sobre
gelo. 50 pL da diluicdo 2:1 de SIC-EDTA-hemolymph foram tomados e misturados com
150 L (1:3 v/v) de solucao de formaldeido pré-arrefecida a 4 % para fixar os hemacitos.
A partir desta diluicdo, foram feitas contagens individuais utilizando uma cé&mara
Neubauer com um reticulo de 0,01 mm sob um microscopio binocular (Leica DM300).

A resposta imunitaria do camardo foi avaliada pela contagem total de hemdcitos de
acordo com Cabrera-Pérez et al. (2019):

(CTH) (células/mL) = (Hc+D *C)/0.4,

Onde: Hc € o numero total de hemacitos contados; D é o factor de diluicdo da hemolinfa
e C é o factor de conversdo x 0,1 mm?3 x mL (1000).
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Bioensaio |. Avaliacdo da concentracdo de Oleo de C. nucifera como um
imunoestimulante. A duracdo deste bioensaio foi de 20 dias; foi realizado em tanques
de plastico com uma capacidade de 200 L, contendo 180 L de dgua do mar (35 %o) filtrada
(20 um) e aeracéo constante. O bioensaio consistiu em trés tratamentos cada um em
triplicado (30 camardes por tanque com um peso inicial médio de 5,46 = 0,19 g): I)
controlo AC; Il) AC + 2,5 % OCEV; Ill) AC + 5 % OCEV. Os organismos experimentais
eram alimentados duas vezes por dia (8:00 a.m. e 17:00 p.m.). Durante o bioensaio, as
variaveis fisico-quimicas foram monitorizadas duas vezes por dia: pH foi medido com um
potenciometro Hanna Hi98130, salinidade com um refractémetro ATAGO modelo 2491,
temperatura e oxigénio dissolvido com um multiparametro YSI pro20i.

O amonio, nitrito e nitrato foram determinados a cada 10 dias com um fotometro YSI
9500. No final de cada bioensaio, a sobrevivéncia era determinada utilizando a equagéo:
La determinacion de amonio, nitritos y nitratos se realizé cada 10 dias con un fotbmetro
YSI9500. Al final de cada bioensayo se determind la supervivencia mediante la ecuacion:

S= (N°ind f / N° ind.i) * 100

Onde N° ind f € o nimero de individuos vivos no final do bioensaio e N° ind i € 0 nimero
de individuos vivos no inicio do bioensaio (Escobar-Gil et al., 2017). A taxa de
crescimento especifico (TCE) foi determinada usando a equacéo:

TCE (%dia — 1) = [100 * (LnW2 — LnW1)]t

Onde: W2 é o peso final, W1 é o peso inicial e t € o numero de dias de cultura (Ziaei-
Nejad et al., 2006).

A resposta imunitaria do camarao foi avaliada pela contagem total de hemacitos descrita
por Cabrera-Pérez et al. (2019). Foram analisados individualmente (27) organismos no
CTH, 9 organismos por tratamento representando 30% da populacdo total de cada
tratamento.

Bioensaio Il. Avaliacdo da actividade antiviral do 6leo de coco suplementado na
dieta de L. vannamei infectado com WSSV. A duracdo do bioensaio foi de 27 dias,
onde no dia 23 o camarao foi infectado com o inéculo WSSV. Foi realizado em aquarios
com uma capacidade de 80 L, que foram enchidos com 50 L de agua do mar filtrada (35
%o) (20 pm). O bioensaio consistiu em quatro tratamentos, cada um em triplicado (10
camardes por aguario com um peso médio de 7,7 £ 0,25 g): ) AC + WSSV, Il) AC+ 2,5
% OCEV + WSSV, Ill) controlo AC; IV) controlo AC + 2,5 % OCEV. Os organismos
experimentais eram alimentados duas vezes por dia (8:00 a.m. e 17:00 p.m.). Durante o
bioensaio, as variaveis fisico-quimicas foram monitorizadas duas vezes por dia, da
mesma forma que no teste bienal I.

No final de cada bioensaio, a sobrevivéncia foi determinada de acordo com Escobar-Gil
et al. (2017) e TCE de acordo com Ziaei-Nejad et al. (2006). Antes da infec¢ao, foi
realizada uma analise inicial da prevaléncia de WSSV do camaréo da exploracéo e foi
100% (determinada por PCR aninhada). No dia 23, o camardo nos tratamentos | e Il foi
reinfectado com 10 pL de inéculo de camar&o previamente infectado com WSSV
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injectado na parte dorsal do segundo segmento abdominal com uma seringa de insulina
de 0,3 MI; além disso, os organismos destes tratamentos (I e 1) foram alimentados com
pasta de camarao infectada com WSSV.

A prevaléncia do WSSV no camardo foi quantificada como descrito anteriormente
(Margolis et al., 1982). Para determinar a prevaléncia do WSSV, os camardes infectados
foram mantidos sob observacdo até apresentarem sinais 6bvios de doenca da mancha
branca. Trinta organismos por tratamento foram testados individualmente; além disso,
organismos moribundos foram recolhidos e sacrificados pela presenca de WSSV com
PCR Unica e aninhada; foram armazenados a -80 °C. A resposta imunitaria do camarao
foi também avaliada pela contagem total de hemacitos (Cabrera-Pérez et al., 2019). Trés
organismos por réplica foram analisados individualmente para CTH, 9 organismos por
tratamento representando 30 % da populacéo total de cada tratamento.

Analises estatisticas. Um teste de normalidade (Kolmogorov Smirnov) e
homoscedasticidade (Bartlett), analise de variancia unidireccional (ANOVA) e o teste de
comparacdes multiplas (HSD) de Tukey foram realizados para identificar a natureza
destas diferencas em sobrevivéncia, taxa de crescimento especifico, contagem total de
hemdcitos e prevaléncia de WSSV; utilizando o software STATISTICA Versao 6 (StatSoft
2003). Os valores de p<0,05 foram considerados significativamente diferentes. Os dados
de sobrevivéncia e prevaléncia foram transformados usando uma funcéo arcsine de
acordo com Font et al. (2007).

RESULTADOS

Perfil acido gordo do 6leo de coco (C. nucifera). Foi identificado um total de 36 acidos
gordos, dos quais 12 apresentaram valores percentuais (g/100 g de gordura) (Tabela 1).
Os restantes acidos gordos apresentaram valores <0,01 abaixo do limite minimo de
calibracdo detectavel. Dentro desta determinacdo 94,52 % corresponde a gorduras
saturadas, 4,90 % a gorduras monoinsaturadas e 0,83 % a gorduras polinsaturadas.

Composicdo quimico-proximal das dietas experimentais. Os resultados da anélise
proximal do tratamento | (AC), tratamento Il (AC + 2,5% OCEV) e tratamento Ill (AC + 5%
OCEV) séo apresentados na tabela 2. A percentagem de humidade foi mais baixa no
tratamento Il com um valor de 10,91%, seguida do tratamento Il com um valor de 12,30%
e do tratamento | com 12,37%. A percentagem de cinzas foi de 8,12%, 8,34% e 8,52%
para os tratamentos I, Il e Il, respectivamente. Quanto aos lipidos, foi obtida uma
percentagem de 5,26% para o tratamento |, seguida de 7,64% para o tratamento Il e
10,09% para o tratamento Ill. A percentagem de proteinas foi de 32,89 %, 34,53 % e
35,28 %, correspondendo ao tratamento lll, 1l e |, respectivamente. A percentagem de
fibra bruta foi de 4,53 % para o tratamento Il, 6,86 % para o tratamento Ill e 9,67 % para
o tratamento I; enquanto para o total de hidratos de carbono a percentagem mais baixa
foi para o tratamento Il com 37,01 %, seguida do tratamento Ill com 37,77 % e do
tratamento | com 38,97 %. As percentagens de proteinas, lipidos e hidratos de carbono
em relacdo a dieta total em cada um dos tratamentos estavam dentro dos requisitos
nutricionais recomendados para L. vannamei, segundo Martinez-Cérdova et al. (2014).
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Tabela 1. Perfil de acido gordo do 6leo de coco puro

CONCENTRACAO
NOME COMUM TIPO DE GORDURA (%) (9/100g de
gordura)
Acido lignocérico
9 Saturada 0.03
Acido araquidico Saturada 008
Acido capréico Saturada 077
Acido esteérico Saturada 202
Acido caprico Saturada 6.38
Acido palmitico Saturada 8.03
Acido Caprilico Saturada 8.60
Aci N
cido miristico Saturada 17.97
Acido laurico
Saturada 49.47
acido butirico, acido pentadecandico, acido
heptadecandico, acido heneicosandico, acido behenic, Saturada <0.01*
acido tricosanoico
Cis-11- Acido eicosenoico Monoinsaturada 0.03
Acido oleico (grupo 6mega 9) Monoinsaturada 4.87
Acido miristoleico, &cido cis-10- pentadecendico,
acido palmitoleico, acido cis-10- heptadecenodico, . .
acido nervoénico (Grupo Omega 9), acido erlcico Monoinsaturada <0.01
(Grupo Omega 9)
Acido linoleico (Grupo Omega 6) Poliinsaturada 083

g- acido linolénico (Grupo Omega 6), acido linolénico

(Grupo Omega 3), cis-4,7,10,13,16,19- &cido

docosahexaendico (Grupo Omega 3), cis-5,8,11,14,17-

acido eicosapentaendico (Grupo Omega 3), cis-11, 14-

acido eicosadiendico, cis-8,11,14- acido Poliinsaturada <0.01*
eicosatriendico (Grupo Omega 6), cis-11-14-17- &cido

eicosatrienéico (Grupo Omega 3), acido araquidénico

(Grupo Omega 6), cis-13,16- acido docosadiendico

(Grupo Omega 6)

acido elaidico (C18:1 TFA), acido linolelaidico (C18:2

TFA), C18:3 TFA Trans <0.01*

*abaixo o nivel de calibragdo mais critico

Bioensaio |I.

Parametros fisico-quimicos. Os parametros fisico-quimicos avaliados foram mantidos
dentro dos intervalos ideais para a cultura de L. vannamei durante os 20 dias do
bioensaio, de acordo com Brock & Main (1994).

Qualidade da agua (amonio, nitrito e nitrato). Durante a cultura, verificou-se que as
concentracbes de compostos de azoto se encontravam dentro da gama ideal para a
cultura do camarao branco, segundo Boyd (2001) and SENASICA (2003).
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Tabela 2. Composicdo quimica préxima das dietas experimentais

Composigéo aproximada (% em peso) | Tratarﬂentos "
Humidade 12.37 12.30 1091
Cinzas 8.12 8.52 8.34
Lipidos (extracto etéreo) 5.26 7.64 10.09
Proteinas (N-6.25) 35.28 34.53 32.89
Fibra bruta 9.67 4.53 6.86
Hidratos de carbono totais 38.97 37.01 37.77

Tratamentos: |) CA (35% de proteina); Il) CA + 2,5% de OCEV; Ill) CA + 5% de OCEV

Sobrevivéncia e taxa de crescimento especifica (TCE). Ndo foram encontradas
diferencas significativas na sobrevivéncia entre tratamentos (p = 0,256); contudo, a
sobrevivéncia (fig. 1) no tratamento | foi de 100%, enquanto nos tratamentos Il e 1ll com
2,5% e 5% de OCEYV foram obtidos valores de 93,33% e 98,89%, respectivamente.

120 -
0 p =0.256
100 - T -

80 -

60 -

Sobrevivéncia (%)

40 A

20 A

| 1l 1]
Tratamentos

Figura 1: Sobrevivéncia de L. vannamei. Tratamentos: |) Controlo CA (35 % proteina); Il) CA+ 2,5 %
OCEV; Ill) CA +5 % OCEV

A andlise estatistica ndo mostrou diferencas significativas no TCE (% dia-1), entre
tratamentos (p = 0,668); contudo, o TCE foi mais elevado no tratamento | com 1,44 + 0,32
(% diat), em relacdo ao tratamento Il com 1,41 + 0,13 (% dia!) e ao tratamento Il com
1,28 £ 0,11 (% dia?) (fig. 2).

Contagem total de hemaocitos (CTH). A contagem meédia total de hemacitos por mililitro
de hemolinfa no tratamento | foi de 3,83 x 108 + 0,52 x 108 células/mL. Nos tratamentos
Il e Il foram 4,11 x 10% + 0,36 x 10° células /mL e 3,92 x 106 + 0,50 x 10° células/mL,
respectivamente. A analise de variancia (ANOVA) n&o mostrou diferengas significativas
(p = 0,449) entre tratamentos (fig. 3).
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Figura 2. Taxa de crescimento especifico de L. vannamei. Tratamentos: (I) controlo CA (35 % proteina);
(I CA +2,5% OCEV; (lll) CA +5 % OCEV. As barras indicam o valor médio + desvio padréo e a analise
(P) ANOVA da variancia
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Figura 3. Contagem total de hemécitos (hemdécitos/mL) em L. vannamei. Tratamentos: (I) controlo CA
(35 % proteina); (Il) CA + 2,5 % OCEV; (lll) CA + 5 % OCEV. As barras indicam o valor médio + desvio
padrdo e a andlise (P) ANOVA da variancia

Com base nos resultados obtidos, embora n&o tenham sido encontradas diferengas
significativas entre os tratamentos com OCEV, o tratamento Il (2,5% de OCEV) foi
seleccionado para o bioensaio seguinte, pois foi aquele em que foi utilizada a menor
quantidade de OCEV e também os resultados de TCE e CTH neste tratamento foram
mais elevados do que nos outros tratamentos.
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Bioensaio II.

Parametros fisico-quimicos. Os parametros fisico-quimicos avaliados foram mantidos
dentro dos intervalos ideais para a cultura de L. vannamei durante os 27 dias do
bioensaio, de acordo com Brock & Main (1994).

Qualidade da 4gua (amonio, nitrito e nitrato). Durante a cultura, verificou-se que a
concentracdo de compostos de azoto estava dentro da gama ideal para a cultura do
camaréo branco, segundo Boyd (2001) e SENASICA (2003).

Taxa de crescimento especifico (TCE). TCE (%dia-1) ndo mostrou diferencas
significativas (p = 0,644) entre os tratamentos (fig. 4). O tratamento | apresentou 0,60 *
0,10 % dial, o tratamento Il apresentou 0,58 + 0,08 % dia!; enquanto o tratamento IlI
apresentou a maior taxa de crescimento especifico por dia com 0,73 + 0,29 (% dia?), e o
tratamento IV apresentou 0,69 + 0,10 % dia’. Estes resultados indicam que o OCEV néo
teve qualquer efeito sobre o TCE (%day™?).

1,20 - p=0.644
1,00 4

0,80 -

2 e B

0,40 -

0,20 -

Taxa de crescimento especificao (%d1t)
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0,00 ‘ ‘ ‘
I Il 1] v
Tratamentos

Figura 4. Taxa de crescimento especifico de L. vannamei. Tratamentos: (Tl) AC + WSSV; TIl) AC +
2,5 % OCEV + WSSV; TIII) controlo AC; TIV) controlo AC + 2,5 % ACEV. As barras indicam o valor médio
+ desvio padrao e a andlise (P) ANOVA da variancia

Sobrevivéncia e prevaléncia da WSSV. Sobrevivéncia (fig. 5), mostrou diferencas
significativas (p = 0,0030) entre o tratamento | e o resto dos tratamentos. No tratamento
| (infectado com WSSV) a sobrevivéncia foi menor com 83,3%, seguido pelo tratamento
Il (infectado com WSSV) com 93,3%. Nos tratamentos Il e IV, a sobrevivéncia foi de
100%. Os resultados mostram que, apesar de estarem infectados com WSSV, os
organismos em tratamento Il com 2,5% de OCEV mostraram maior sobrevivéncia do que
no tratamento | também infectado com WSSV, pelo que poderia ser considerado um
efeito benéfico do OCEV contra WSSV.
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A prevaléncia inicial de WSSV do camaréo da exploracao foi de 100% (determinada por
PCR aninhada), e com reinfeccdo apenas nos tratamentos | e Il, a prevaléncia foi de
100% (determinada por PCR unica). No entanto, no final do bioensaio, foi analisada a
prevaléncia de WSSV de todos os tratamentos e n&o foram encontradas diferengas
significativas (p = 0,2192).

A prevaléncia final de WSSV no camarao do tratamento | foi de 100% (determinada por
PCR simples), no camardo do tratamento Il foi de 96,67% (dos quais 86,21% foram
determinados por PCR simples e 13,79% determinados por PCR aninhada), onde
93,33% foram infectados vivos, 3,33% foram infectados mortos e os restantes 3,33% nao
foram infectados. No tratamento Il camaréo a prevaléncia foi de 100% (determinada por
PCR aninhada) e no tratamento IV camarao a prevaléncia foi de 93,33% (dos quais 100%
foram determinados por PCR aninhada), onde 93,33% estavam infectados vivos e 6,66%
estavam vivos, mas nenhum virus estava presente.

Observou-se que no tratamento Il ndo sé a prevaléncia foi reduzida para 3,33 %, mas
também a carga viral (determinada pela PCR aninhada); enquanto no tratamento IV a
prevaléncia diminuiu 6,67 % (determinada pela PCR aninhada). Os resultados mostram
gue os tratamentos com 2,5% de OCEYV tiveram um efeito decrescente na prevaléncia de
WSSV e na carga viral (fig. 5).
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Figura 5. Figura 5: Sobrevivéncia (%), prevaléncia (%), infectados vivos (%), infectados mortos (%)
de L. vannamei. Tratamentos: I) AC + WSSV, IlI) AC + 2,5 % OCEV + WSSV, lll) controlo AC; IV) controlo
AC + 2,5 % OCEV. As barras indicam o valor médio + erro padrao e (P) andlise ANOVA da variancia. As
cartas indicam diferencas significativas entre tratamentos de acordo com o teste de gama multipla Tukey
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Contagem total de hemocitos (CTH). A analise estatistica da contagem total de
hemdécitos ndo mostrou diferencas significativas (p = 0,413) entre os tratamentos. A
contagem total de hemdcitos por mililitro de hemolinfa foi maior no tratamento Il com
uma média de 4,37 x 10% + 0,52 x 10° células /mL, seguido pelo tratamento IV com 4,27
x 108 + 0,46 x 108 células /mL, tratamento Il com uma média de 4,10 x 106 + 0,46 x 106
células /mL e tratamento | com uma média de 3,99 x 10° + 0,57 x 10° células /mL (fig.
6).

Conteo total de hemocitos (CTH). El analisis estadistico del conteo total de hemocitos
no mostré diferencias significativas (p = 0.413) entre los tratamientos. El conteo total de
hemocitos por mililitro de hemolinfa fue mayor en el tratamiento Il con un promedio 4.37
x 10% + 0.52 x 108 células /mL, seguido del tratamiento IV con 4.27 x 10° + 0.46 x 10°
células/mL, el tratamiento Il con un promedio de 4.10 x 108 + 0.46 x 10° células/mL y el
tratamiento | con un promedio 3.99 x 108 + 0.57 x 108 célula /mL (fig. 6).
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Figura 6. Contagem total de hemadcitos (hemdcitos/mL) em L. vannamei. Tratamentos: (I) AC + WSSV;
(I AC + 2,5 % OCEV + WSSV; (lll) controlo AC; (IV) controlo AC + 2,5 % OCEYV. As barras indicam o valor
meédio + desvio padrédo e a andlise (P) ANOVA da variancia

DISCUSSAO

Devido ao impacto negativo de doencas causadas por diferentes agentes etiologicos, tais
como virus e bactérias, bem como a sua resisténcia aos antibidticos utilizados no
tratamento e controlo de doencas infecciosas (Lieberman et al., 2006), € necessario
implementar novas estratégias para melhorar a imunidade de importantes espécies
aguicolas e aumentar a resisténcia contra virus e bactérias, promovendo também a
resisténcia ao stress através da suplementacdo dos aquafeeds com aditivos
imunoestimulantes naturais (Berger, 2000; Renddn & Balcazar, 2003).

Segundo Turchini et al. (2009) e Turchini et al. (2011), uma das principais alternativas
aplicadas como aditivo alimentar sdo os 0leos vegetais, uma vez que oferecem uma vasta
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gama de acidos gordos de cadeia média (AGCM) com baixo peso molecular. De acordo
com Kapilan & Reddy (2008) y Akinnuga et al. (2014), o 6leo de coco é composto
principalmente de AGCM; além duma variedade de compostos fendlicos, que de acordo
com Nevin & Rajamohan (2009) melhoram a actividade enzimética antioxidante e
absorvem o excesso de radicais livres nas células. Por outro lado, Lu et al. (2018)
salientam que no caso do &cido laurico, estimula o crescimento e a saude de algumas
espécies aquéticas como o Pelteobagrus fulvidraco. Na analise do perfil de &cidos gordos
do OCEV utilizado neste trabalho, o acido laurico apresentou uma concentracdo de
49,47% (g/100g de gordura), onde a elevada concentracdo sugere que este 0leo poderia
ser utilizado como tratamento alternativo ao problema actual contra os agentes
patogénicos nas exploracdes de camardo, uma vez que pode ser adicionado a
alimentacao para combater o WSSV ou reduzir a sua carga viral.

De acordo com Niu et al. (2018), as substancias aplicadas em sistemas de cultura ou
alimentos para animais nao devem alterar o valor nutricional nem afectar negativamente
o desempenho produtivo dos organismos. Isto coincide com os resultados actuais sobre
a composicao quimico-proximal, onde se demonstra que a adicdo no OCEV ndao afectou
os valores nutricionais das dietas experimentais e estava dentro dos valores 0ptimos para
o desenvolvimento de L. vannamei relatados por Martinez-Cérdova et al. (2014). Com
respeito ao TCE, no Bioensaio 1 e 2, ndo foi observado qualquer efeito no camarédo
quando o OCEYV foi utilizado em diferentes concentracdes. No Bioensaio 1, observou-se
gue a medida que a concentracao lipidica (% por peso) aumentava, o TCE mostrava uma
tendéncia para diminuir. De acordo com Cahu (1994), os niveis Optimos de lipidos
recomendados para a alimentacdo comercial do camardo variam entre 6 e 7,5%, sem
exceder 10%; contudo, nos resultados desta investigacdo, foram encontrados entre
5,26% (AC), 7,64% (2,5% OCEV) e 10,09% (5% OCEV), apesar de estarem dentro do
nivel 6ptimo de lipidos totais (5-10%), numa dieta para camardo. De acordo com
Martinez-Cordova et al. (2014) e Lopez-Marcos (2020), poderia considerar-se que 0s
TCE mais baixos se devem a um excesso nos niveis de lipidos (Cahu, 1994).

A literatura cientifica sobre o efeito do 6leo de coco em L. vannamei é escassa; contudo
os resultados do TCE deste estudo séo consistentes com os relatados por Apraku et al.
(2017), que avaliaram a mistura de 6leo de coco virgem e 6leo de peixe no crescimento
e resisténcia ao Streptococcus iniae na tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
descobrindo que o crescimento ndo foi afectado quando substituiu parcial e
completamente o 6leo de peixe por 6leo de coco virgem. Além disso, estes resultados
estdo de acordo com outros trabalhos, onde foram utilizados 6leos vegetais, tais como o
de Mozanzadeh et al. (2015); que referem que o desempenho de crescimento dos juvenis
Sparidentex, mesmo quando alimentados com dietas alternativas de 6leo vegetal (6leo
de canola e 6leo de girassol), ndo foi comprometido quando substituiu parcial ou
completamente a dieta de 0Oleo de peixe.

Quanto a sobrevivéncia, no Bioensaio 1 ndo foram encontradas diferengas significativas
entre os tratamentos; enquanto no Bioensaio 2, 100% dos organismos provinham de
tanques de criagdo de camardo infectados com WSSV (baixa carga viral), mas
adicionalmente foi realizada uma reinfecgdo nos tratamentos | e Il, resultando numa
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elevada carga viral no final do bioensaio e na menor sobrevivéncia (83. 3 %) observados
no tratamento | (AC com WSSV), em comparacéo com os restantes tratamentos Il (OCEV
com WSSV), lll (AC) e IV (OCEV). Estes resultados estdo de acordo com Raa (1996),
gque menciona que o0 objectivo da utilizagdo de imunoestimulantes no sector da
aquicultura é melhorar a sobrevivéncia e imunidade dos organismos cultivados. Isto é
consistente com o facto de que quando o OCEV foi adicionado a alimentacdo do
camaréo, as taxas de sobrevivéncia do camardo desafiado com carga viral alta e baixa
(WSSV) foram significativamente mais elevadas. Isto pode dever-se a Fife (2013), que
salienta que, ao utilizar acido laurico através da ingestédo diaria de 6leo de coco, pode
proteger e prevenir infeccbes causadas por diferentes virus, tais como o virus da
imunodeficiéncia humana (VIH), sarampo, Herpesviridae, virus da gripe, entre outras
doencas.

Os hemdécitos sao responsaveis pela coagulagdo, endurecimento do exoesqueleto e
remocao de materiais estranhos (AftabUddin et al., 2017). No bioensaio | deste estudo,
foi obtida uma maior contagem total de hemadcitos nos tratamentos (Il e 1ll) contendo o
aditivo OCEV em comparacéo com o tratamento | (AC), indicando que houve um aumento
na resposta imunitaria do camarao alimentado com este aditivo. A este respeito, Sequeira
et al. (1996) mencionam que a proliferacdo de hematdécitos pode aumentar até trés vezes
guando os camardes sdo alimentados com um imunoestimulante; contudo, embora no
bioensaio Il ndo se tenham encontrado diferencas significativas entre os tratamentos,
observou-se uma diminuicdo na CTH dos tratamentos | e Il (infectados com WSSV) no
que diz respeito aos tratamentos Ill e IV. Estes resultados estdo de acordo com os
relatados por Niu et al. (2018), que alimentaram o camardo com diferentes valores
dietéticos de imunoestimulantes de macroalgas, e, quando desafiado pela WSSV, o
namero de hemacitos foi significativamente reduzido. A diminuicdo da contagem total de
hemdécitos pode ser atribuida a hematécitos que migram para o local da infeccéo
(Soderhall et al., 2003) ou onde h& danos nos tecidos (Niu et al., 2018).

A doenca da mancha branca causou mortalidades graves em exploragdes de camarao
em todo o mundo (Jiang et al., 2006), sendo responsavel por grandes perdas econémicas
nesta industria (Sahul et al., 2006), tornando necessario prevenir ou controlar a doenca
da mancha branca (Huynh et al., 2011).

No desenvolvimento do bioensaio I, observou-se que a prevaléncia inicial era de 100%
de WSSV (determinada por PCR aninhada) com baixa carga viral, o que significava que
todos os organismos estavam infectados a partir da exploracédo. E de notar que os
tratamentos | e Il foram reinfectados com indculo viral para conduzir a experiéncia e no
final do bioensaio observou-se que no tratamento | a prevaléncia final foi de 100%
(determinada por PCR unica) com elevada carga viral, no tratamento Il a prevaléncia foi
de 100% (determinada por PCR aninhada); enquanto nos tratamentos OCEV, tratamento
I1(2,5% OCEV + WSSV) e tratamento IV (2,5% OCEV). A prevaléncia diminuiu para 96,67
% e 93,33 %, respectivamente; contudo, observou-se que no tratamento Il ndo sé a
prevaléncia do virus (96,67 %) mas também a carga viral diminuiu; dos quais 86,21 %
foram determinados por uma unica PCR e 13,79 % por uma PCR aninhada.

A diminuicdo da prevaléncia e da carga viral nos tratamentos com OCEV sugere que a
sua aplicacdo como suplemento dietético exerce actividade antiviral contra o0 WSSV e
reduz as cargas virais de forma semelhante a relatada por Lieberman et al. (2006) e Fife
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(2013), notando que o OCEV é composto por AGCM como: &cido laurico com cerca de
48-50 % na sua composicao, seguido por acido miristico com cerca de 15 % (Fife, 2013;
Ruiz et al., 2016), acido caprilico (8 %) (Fife, 2013; Akinnuga et al., 2014) e &cido caprilico
(7 %) (Fife, 2013). Estes compostos demonstraram ser eficazes contra bactérias, fungos
e virus (Esquenazi et al., 2002). No caso de virus, Oyi et al. (2010) mencionam que um
componente do 6leo de coco chamado monocaprina destruiu o virus HIV e herpes
simples (HSV) no espago de um minuto. Da mesma forma, Fife (2013) relatou que o
AGCM presente no Oleo de coco pode inactivar virus como o VIH, virus coronavirus
associado a sindrome respiratéria aguda, virus do sarampo, virus da rubéola,
Herpesviridae, virus do sarcoma, virus sincicial respiratorio, virus sincicial respiratorio,
Herpesviridae e HSV, virus sincicial respiratorio, virus limfotrépico humano (tipo 1), virus
da estomatite vesicular, virus Visna, citomegalovirus humano (CMV), virus Epstein-Barr
(EBV), virus da gripe, virus da hepatite C (HCV) e coxsackievirus B4. A este respeito,
Murray (1994) e Dayrit (2000) registaram uma diminuicdo da carga viral do VIH para
niveis indetectaveis em pessoas infectadas com o mesmo virus e uma melhoria
acentuada na sua saude apOs o consumo de coco. Portanto, sugere-se que o OCEF
composto de AGCM como o acido laurico oferece a possibilidade de diminuir a carga
viral, que por sua vez pode ser utilizada como forma de tratamento imunoterapéutico e
preventivo de infec¢des por WSSV.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, a adicdo de OCEV 2,5% na ra¢cdo promoveu uma
diminuicdo da prevaléncia e da carga viral de WSSV nos juvenis de L. vannamei; ndo
mostrou efeitos negativos na sobrevivéncia e CTH de L. vannamei. Além disso, nao foi
registada qualquer imunossupressao ou reducdo da resposta imunitaria, uma vez que
nao houve diferencas significativas no CTH entre os tratamentos em ambos 0s
bioensaios.

Esta investigagdo € o primeiro relatério sobre o efeito da Cocos nucifera OCEV na
sobrevivéncia do camarao branco (Litopenaeus vannamei) desafiado com a WSSV. Por
conseguinte, recomenda-se a realizacdo de estudos sobre a utilizacdo de OCEV em
racdes sob diferentes esquemas de formulacdo e tempos de aplicacdo em racdes para
camardo. Além disso, € essencial continuar a estudar as respostas imunonutricionais do
OCEV quando incluido numa formulagéo alimentar.
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