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Resumo

A carcinicultura tem crescido muito nos últimos anos, com destaque no Brasil

para o camarão Litopenaeus vannamei. Entretanto, doenças infecciosas

representam  uma  grande ameaça para a produtividade, como a doença causada

pela bactéria  Vibrio  parahaemolyticus  que é responsável  por  grandes índices de

mortalidade.  Assim, algumas alternativas vêm sendo tomadas para entender a

imunidade inata em camarões, como o efeito de bactérias inativadas para modular o

sistema  profenoloxidase  (proPO),  que  detecta  a  atividade  das  fenoloxidases  no

hepatopâncreas do camarão. Portanto, o presente estudo tem por objetivo analisar o

efeito  do  V.  parahaemolyticus  inativado  nas  enzimas  fenoloxidases  de

hepatopâncreas de L. vannamei e observar se a atividade dessas enzimas pode ser

modulada mediante um segundo desafio com V. parahaemolyticus viva. O efeito do

patógeno  inativado  seguido  pela  bactéria  viva  nas  enzimas  fenoloxidases  foram

avaliados em extratos brutos de hepatopâncreas, nos seguintes tratamentos: (sem

V.  parahaemolyticus  inativado  (Controle),  com  V.  parahaemolyticus  inativado  por

calor, com V. parahaemolyticus vivo, com V. parahaemolyticus inativado por calor e

V.  parahaemolyticus vivo). As atividades foram mensuradas com incubação dos

extratos  brutos  com  L-DOPA  (substrato  inespecífico)  e  Hidroquinona  (substrato

específico de enzimas fenoloxidases do tipo lacase) e inibidor das fenoloxidases do

tipo  tirosinases  (tropolona  13  mg/mL).  Em  seguida  foi  testado  o  efeito  da

temperatura (25°C - 85°C) na atividade das fenoloxidases. A atividade enzimática do

grupo Vibrio inativado seguido de infecção com o Vibrio vivo não foi significativa em

relação ao grupo que tinha apenas o Vibrio vivo. Além disso, ocorreu modulação da

atividade de forma negativa no grupo do  vibrio  vivo em relação ao grupo controle,

determinando  que  o  mesmo  diminui  a  atividade  das  fenoloxidases  para  se

estabelecer no camarão. A atividade das fenoloxidases foi levemente inibida (32,3%)

por tropolona, indicando pouca presença das fenoloxidases do tipo tirosinases. Além

disso,  as  fenoloxidases  apresentaram  termoestabilidade  (atividade  residual  de

aproximadamente 50% a 75°C), o que indica que as fenoloxidases do tipo lacases

podem  estar  presentes  majoritariamente  no  hepatopâcreas  de  L.  vannamei.

Portanto, pode-se concluir que não ocorreu modulação da atividade das enzimas do

tipo  fenoloxidases no hepatopâncreas com a inserção das bactérias patogênicas

inativadas, nem que estas bactérias previnem o efeito de V. parahaemolyticus vivo

nessas enzimas.

Palavra-chave: Fenoloxidases, Vibrio inativado, Litopenaeus vannamei.



Abstract

Carciniculture has grown in  recent  years,  especially  in  Brazil  for  the

shrimp Litopenaeus vannamei. However, infectious diseases represent a major threat

to  productivity,  such as the disease caused by  Vibrio  parahaemolyticus,  which is

responsible  for  high  mortality  rates.  Thus,  some alternatives  have been taken to

understand the innate immunity  in  shrimp,  such as the  system prophenoloxidase

(proPO) that detects the activity of phenoloxidases in the hepatopancreas of shrimp,

whose modulation is carried out by pathogens. Therefore, the present study aims to

analyze  the  effect  of  inactivated  V.  parahaemolyticus  on  the  L.  vannamei

hepatopancreas phenoloxidase enzymes and to observe whether the activity of these

enzymes  can  be  modulated  through  a  second  challenge  with  activated  V.

parahaemolyticus. The effect of inactivated pathogen followed by live bacteria in the

phenoloxidase enzymes were evaluated in crude hepatopancreas extracts, in these

treatments  (without  V.  parahaemolyticus  inactivated,  with  V.  parahaemolyticus

inactivated, with  V. parahaemolyticus alive, with  V. parahaemolyticus inactivated by

heat and V. parahaemolyticus live). The activities were measured by incubating the

crude  extracts  with  L-dopa  (non-specific  substrate)  and  Hydroquinone  (specific

substrate of laccase phenoloxidase enzymes) and tyrosinase phenoloxidase inhibitor

(13  mg  /  mL  tropolone). Then the effect of temperature  (25  ° C - 85 °  C)  on the

activity of phenoloxidases was tested. The enzymatic activity of the inactivated Vibrio

group followed by infection with live Vibrio was not significant in relation to the live

Vibrio group, just as there was a negative activity modulation in the live vibrio group,

determining that it decreases the activity to establish itself in the shrimp. In addition,

the activity was slightly inhibited (32.3%) by tropolone and the residual activity

showed that laccase enzymes may be present marjoritly in the hepatopancreas of L.

vannamei. This indicates that most of the phenoloxidase enzymes are laccase and

that few enzymes are tyrosinase and that live pathogen is able to decrease enzyme

activity in order to settle in the shrimp and cause an infection. Therefore, it can be

concluded that  neither  phenoloxidase-like  enzymes activity  was not  modulated in

hepatopancreas following inactivated V. parahaemolyticus nor these bacteria prevent

the effects of the active pathogen in these enzymes.

Keywords: Phenoloxidases, inactivated Vibrio, Litopenaeus vannamei
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1. Introdução

A introdução da espécie Litopenaeus vannamei, (Boone, 1931) (Decapoda,

Penaeidae), conhecida como camarão cinza ou camarão branco do pacífico, no

início  dos  anos  80  revolucionou  a  carcinicultura  marinha  no  Brasil  (BARBIERI

JUNIOR, OSTRENSKY NETO, 2002). A partir dessa década, o cultivo de camarões

se tornou uma atividade importante e bastante rentável (BURGOS-HERNÁNDEZ et

al., 2005). Em pouco tempo,  L. vannamei  demonstrou  uma  aclimatação bastante

satisfatória,  apresentando níveis de produtividade e competitividade muito

superiores aos índices até então alcançados com as espécies cultivadas no Brasil

(BARBIERI JUNIOR & OSTRENSKY NETO, 2002).

O declínio na carcinicultura, a partir do ano de 2004 gerou  uma  queda na

produção e na produtividade (ROCHA, 2007). As causas apontadas para justificar

esse declínio  estão associadas a um desequilíbrio  ambiental  e  a introdução de

agentes potencialmente patogênicos nos sistemas de cultivo (COELHO et al.,

2016), como enfermidades virais e bacterianas (RODRIGUES, 2005).

Dentre  as  doenças  bacterianas,  destacam-se  as  vibrioses,  as  quais  são

causadas  por  bactérias  patogênicas  oportunistas  do  gênero  Vibrio.  Dentre  as

espécies de Vibrio prejudiciais a camarões, destaca-se Vibrio parahaemolyticus,

uma bactéria marinha gram-negativa que é reconhecidamente um patógeno grave

para vários organismos aquáticos (SOTO-RODRIGUEZ  et al.,  2012) e que gera

altas taxas de mortalidade em L. vannamei (BALASUNDARAM et al., 2012).

Nos últimos anos, algumas medidas vêm sendo tomadas para tentar

controlar a infecção de camarões cultivados por bactérias patogênicas, incluindo V.

parahaemolyticus. Dentre estas medidas, o uso de antibióticos, não se mostrou

eficaz, uma vez que as bactérias passaram a adquirir resistência aos mesmos (AL-

OTHRUBI et al., 2014).

Alternativas  estão sendo  pesquisadas  para  minimizar  os  efeitos  das

vibrioses, como o uso de bactérias inativadas como ferramentas para estimular o

sistema imune dos camarões (POPE  et al.,  2011; LIN  et al.,  2013). Por meio do

sistema imune inato os camarões desenvolvem resposta celular e humoral, sendo as

bactérias  inativadas  capazes  de  desencadear  resposta  imune  celular,  como

encapsulamento de patógenos e fagocitose (ROWLEY, POWELL, 2007). A partir do
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conhecimento sobre a atuação do sistema imune inato para produzir  defensores

contra patógenos, tem sido demonstrado que os camarões podem desenvolver uma

memória imune, amplificando a sua resposta imune mediante uma segunda infecção

com o Vibrio inativado, também conhecido como vacina (KURTZ, 2005).

O  uso  das  bactérias  inativadas  seria  um  dos  principais  fatores  de

desencadeamento da memória imune de camarões, onde elas apresentam influência

no aumento do desempenho dos hemócitos, que representam um papel importante

na resposta humoral (TASSANAKAJON et al., 2013). Dentre as respostas induzidas

nos  hemócitos  dos  crustáceos  tem-se  os  peptídeos  microbianos,  inibidores  de

proteases e a ativação do sistema das profenoloxidases (proPO) (SILVEIRA et al.,

2016).

O  sistema  profenoloxidase  (proPO)  é  ativado  durante  as  reações

imunológicas  celulares,  como  formação  de  nódulos  e  capsulas.  Nessas  reações

forma-se um precipitado fortemente escuro, denominado de melanina (SILVEIRA et

al., 2016). A enzima responsável pela produção da melanina é a fenoloxidase, que

se encontra armazenada na forma inativa ou de profenoloxidase nos grânulos dos

hemócitos. A proPO é ativada por clivagem proteolítica, mediada por serino

proteases que também se encontra nos grânulos dos hemócitos. A degranulação

dos hemócitos,  com  liberação  da  proPO  e  outros  efetores  imunológicos,  é

estimulada  por  padrões  moleculares  presente  na  superfície  de  microrganismos

(NAPPI, OTTAVIANI,  2000). Uma vez liberada e ativada, a PO  dá  origem a uma

cascata complexa de reações químicas que se inicia com a oxidação de compostos

fenólicos e culmina na produção da melanina. Durante a cascata, formam-se vários

compostos tóxicos como quinonas, que resultam na destruição e neutralização dos

microrganismos invasores (COSTA et al., 2008).

Apesar da importância dos hemócitos no sistema das profenoloxidases, as

enzimas desse sistema têm sido encontradas no hepatopâncreas, evidenciando que

possivelmente este órgão possui funções digestivas e imunes (SILVEIRA et al.,

2018).  Assim,  pretende-se  estudar  o  efeito  de  bactéria  patogênica  V.

parahaemolyticus inativada por calor nas enzimas fenoloxidases de hepatopâncreas

de  L.  vannamei  e  observar  se  a  atividade  dessas  enzimas  pode  ser  modulada

mediante um segundo desafio com V. parahaemolyticus viva.
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2. Referencial Teórico

2.1 Carcinicultura Mundial e brasileira

A  grande  demanda  do  consumo  mundial  e  a  redução  dos  estoques

pesqueiros naturais levou ao aumento do cultivo de animais aquáticos tais como,

peixes, crustáceos (camarões) e moluscos (NATORY et al., 2011). Neste contexto, a

aquicultura teve um grande crescimento desde a década de 90, pois existe o

aumento do consumo do pescado devido ao crescimento populacional e a procura

por alimentos mais saudáveis e nutritivos (NATORY et al.,  2011). Acredita- se que

essa  atividade  continuará  em  um  crescimento  notório  nas  próximas  décadas

(CABELLO, 2006).

No final dos anos 80 a produção do pescado estabilizou se em 90 milhões de

toneladas por ano, enquanto a produção da aquicultura aumentou de 16,5 milhões

de toneladas por ano em 1989 para 106 milhões de toneladas por ano em 2015

(SIQUEIRA,  2018).  Atualmente  a  aquicultura  mundial  já  representa  46%  do

desembarque total de pescado e 52% de todo pescado é destinado ao consumo

humano (CYRINO et al., 2019).

Na aquicultura, um setor que também teve um elevado crescimento a partir da

década de 90 foi  o  cultivo  de camarões ou carcinicultura  (TAHIM,  DAMACENO,

ARAÚJO, 2019. Esta atividade teve início no século XV no sudoeste asiático, porém

somente na década de 30, no século XX, este cultivo tornou- se profissional

(NATORY  et  al.,  2011).  O cultivo  de camarões  cresceu bastante  desde o  início

experimental, fornecendo milhares de empregos (LIGHTNER, REDMAN, 1998).

A carcinicultura possui maior rentabilidade nas costas tropicais da Ásia e da

América latina que correspondem a 99,6% da produção mundial, com destaque para

os países asiáticos que são os maiores produtores de camarões, produzindo cerca

de 4,5 mil toneladas no ano de 2013, ficando com 85,1% da produção total. Dentre

esses  países,  a  China  produziu  (39,2%),  Vietnã  (14%),  Tailândia  (7,4%),  índia

(6,5%).  Já os  países  da  América  latina  destacam-se  com  14,5%  da  produção

mundial,  dentre eles oEquador (47,4%),  o México (18,7%) e o Brasil  com (10%)

(TAHIM, DAMACENO, ARAÚJO, 2019).

A  carcinicultura  marinha  no  Brasil  teve  início  na  década  de  1970,  com a

introdução  da  espécie  Marsupenaeus  japonicus,  porém ela  não se  aclimatou ao

ambiente do país (NATORY et al., 2011). Logo a carcinicultura brasileira teve um
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grande impulso no final da década de 80 com a introdução do camarão Litopenaeus

vannamei  (Boone,  1931)  (PONTES,  ARRUDA,  2005),  que  demonstrou  alta

adaptabilidade às condições climáticas do país, crescimento rápido e tolerância à

salinidade (NATORY et al., 2011). Assim a carcinicultura brasileira tornou-se uma

das  atividades  mais  importantes  do  setor  pesqueiro  para  a  economia  nacional

(PONTES, ARRUDA, 2005).

A produção de camarões marinhos no Brasil nos últimos anos vem crescendo

consideravelmente, destacando a região Nordeste como o principal polo produtor,

sendo responsável por 95% da produção nacional de camarões, por possuir um

clima favorável  durante todos os meses do ano (FONSECA  et  al.,  2009).  Neste

contexto, a espécie que teve destaque foi o camarão L. vannamei que se mostrou

bem aclimatado às condições ambientais da região, possibilitando economicamente

a atividade (MELO et al., 2011).

2.2 Camarão Litopenaeus vannamei

O camarão Litopenaeus vannamei, também conhecido como camarão branco do

Pacifico ou camarão cinza, está distribuído por toda a costa do pacifico oriental, da

América Central e do Sul, sendo uma das espécies mais importantes na

carcinicultura  mundial (LAI, CHENG, KUO, 2005). Este camarão é cultivado em

temperaturas acima de 20° C, apresentando desenvolvimento satisfatório em regiões

com clima tropical em temperaturas entre 28°C e 32°C. Já em baixas temperaturas,

como regiões com clima temperado e subtropicais, o cultivo é fortemente afetado,

pois há uma diminuição no crescimento, podendo causar mortalidade dos indivíduos

(KRUMMENAUER et al., 2011).

Figura 1: Camarão Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) (Decapoda, Penaeidae).
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Fonte: (SANTO FILHO, 2020)

2.3Vibrioses em camarões

O cultivo de camarões em larga escala,  causou o aumento da estocagem

desses animais e consequentemente a incidência de doenças (REBOUÇAS  et al.,

2011). Essas doenças são resultantes do desequilíbrio do organismo, do ambiente

em que vivem e do patógeno. Assim com a ocorrência de alterações ambientais, o

sistema de defesa do organismo é afetado deixando os camarões mais suscetíveis a

patógenos (DOS FERNANDES VIEIRA et al., 2009).

As  enfermidades  que  mais  acometem  a  carcinicultura  são  causadas  por

patógenos  de  origem  viral  e  bacteriana  (REBOUÇAS  et  al.,  2017).  Dentre  os

patógenos bacterianos, os membros do gênero Vibrio totalizam mais de 100

espécies, que estão predominantemente associadas a  uma  variedade de habitats

aquáticos, sobretudo marinhos, sendo exceção a essa regra as espécies V. cholerae

e  V. mimicus  não-halofílicas, que podem ser encontradas em ambientes de água

doce (KIM et al., 2019).

As bactérias do gênero  Vibrio  são bactérias Gram negativas patogênicas e

oportunistas encontradas na água,  em sedimentos e na microbiota intestinal  dos

camarões sadios (REBOUÇAS et al., 2017). Essas bactérias acometem os

camarões quando os mesmos estão lesados, (GOMEZ-GIL et al., 1998) afetando

principalmente cultivos de camarões em fazendas e causando efeitos econômicos

devastadores (SWAIN, SINGH, ARUL, 2009).
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A disseminação de patógenos ocorre devido aos modernos sistemas de

cultivo,  que promovem condições favoráveis para o desenvolvimento desses

microrganismos.  Dentre  essas  condições  é  possível  citar  a  alta  densidade  de

confinamento dos camarões de cultivo e a não retirada dos indivíduos doentes da

produção. (NATORY et al., 2011).

Os vibrios acometem comumente os órgãos como hepatopâncreas, coração,

órgão linfóide, cordão nervoso, glândula antenal e músculo. No camarão

Litopenaeus  vannamei,  alguns  vibrios  como  o  Vibrio  harveyi,  Vibrio

parahaemolyticus  e  Vibrio panaeicida  causam sintomas como opacidade do corpo,

necrose  e  letargia  nos  indivíduos  (REBOUÇAS  et  al.,  2017).  As  espécies  de

patógenos oportunistas que mais causam mortalidade em larga escala são  Vibrio.

alginolyticus, V. harveyi, V. parahaemolyticus e Vibrio nigripulchritudo. (REBOUÇAS

et a.l, 2017).

2.4Vibrio parahaemolyticus

O V. parahaemolyticus é uma bactéria patogênica gram negativa encontrada

naturalmente em ambientes marinhos e costeiros e é frequentemente isolado de

frutos do mar, como bacalhau, moluscos, polvo, caranguejo, lagosta e camarão (SU,

LIU, 2007). O consumo de frutos do mar mal cozidos ou crus contaminados com o

vibrio  pode  causar  a  doença  gastroenterite  aguda  em  humanos,  sendo  assim

considerado um dos principais  patógenos de frutos  do  mar  no mundo (SU,  LIU,

2007).

O V. parahaemolyticus está associado a infecções em organismos aquáticos

(LOMELÍ-ORTEGA, MARTÍNEZ-DÍAZ, 2014), logo tem se mostrado patogênico para

camarões peneídeos em várias partes do mundo. A patogenicidade dessa bactéria

no  camarão  L.  vannamei  foi  observada,  pela  primeira  vez  através  de  camarões

doentes em cultivos na índia em 2013 (REBOUÇAS et al., 2017).

O V. parahaemolyticus é considerado o principal causador da síndrome

da  mortalidade  precoce  também  conhecida  como  a  doença  da  necrose

hepatopancreática aguda (KUMAR et al., 2014). Essa doença causa inflamação das

células do hepatopâncreas, deixando o órgão atrofiado e pálido com manchas pretas

causando letargia,  exoesqueleto mole,  crescimento  baixo  e estômago e intestino

vazios devido a inflamação crônica (SAAVEDRA-OLIVOS  et al., 2018).  A primeira

morte de camarões causada por conta dessa doença foi na China em 2009, seguido

de Vietnã em 2010, Malásia em 2011, Tailândia e Filipinas em 2012, chegando nas
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Américas no ano de 2013 (SAAVEDRA-OLIVOS et al., 2018). Assim, o entendimento

do sistema imune dos camarões pode ajudar no combate ao V. parahaemolyticus.

2.5 Sistema imune em camarões

Animais  invertebrados  não  possuem  um  sistema de  defesa  adaptativo  ou

adquirido  como  os  vertebrados.  Os  camarões  dependem  de  suas  respostas

imunológicas inatas, celulares e humorais, eficazes para combater microrganismos

invasores  (POPE  et  al.,  2011).  As  reações  imunes celulares  incluem fagocitose,

modulação e encapsulamento, enquanto a humoral envolve a síntese e liberação de

vários  sistemas  imunológicos  como peptídeos  antimicrobianos  e  inibidores  de

proteases (TASSANAKAJON et al., 2013).

A  imunidade  inata  é  a  primeira  linha  de  defesa  do  hospedeiro  contra

bactérias, vírus e fungos (AI  et al.,  2008). A presença de partículas estranhas na

hemocele  dos  camarões provoca uma resposta imunológica iniciada através do

reconhecimento das  moléculas  estranhas  como  lipopolissacarídeos  (LPS)  e

peptidoglicanos (PG) derivados de paredes celulares de bactérias, e β-1,3-glicana

(βG) derivada de fungos e micélios de levedura, as quais são identificadas como

padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) identificadas por moléculas

de  reconhecimento  do  hospedeiro  (proteínas  de  reconhecimento  de  padrões  –

PRPs) (LEE; SÖDERHÄLL, 2002; YUDIATI et al., 2016).

A imunidade adaptativa  dos vertebrados reconhece e  destrói  patógenos e

retorna, em seguida, a níveis basais.  Quando ocorre  uma  segunda exposição ao

mesmo patógeno, a resposta imune se torna mais rápida e efetiva em comparação à

resposta mediante à primeira infecção (BREHÉLIN; ROCH, 2008; POWELL  et al.,

2011). Até recentemente achava-se que esse mecanismo de resposta, chamado de

memória imune, necessitava de células T e células B, No entanto, alguns estudos

têm demonstrado que a memória imune pode ser também desencadeada no sistema

imune inato, inclusive de invertebrados (NETEA; QUINTIN; VAN DE MEER, 2011;

KUGELBERG, 2015).

Um  método  alternativo  que  vem  sendo  desenvolvido  para  o  combate  a

infecções  são  o  uso  de  bactérias  inativadas,  também conhecidas  como  vacinas

putativas que ajudam a melhorar a resposta imune dos animais a patógenos. Então,

tem  sido  mostrado  que  um  segundo  desafio  com  microrganismos  aumenta  o

desempenho de hemócitos fagocitários, causando a destruição de invasores. Assim,
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fica  demonstrado  que  o  uso  de  bactérias  inativadas  pode  ser  utilizado  como

ferramenta para estimular o sistema imune inato em camarões (POPE et al., 2011).

Dentro  do  contexto  apresentado,  existe  uma  vacina  comercial  para

invertebrados (AquaVac ™ Vibromax ™), desenvolvida para proteger os camarões

juvenis de uma variedade de espécies patogênicas de Vibrio. Esta vacina tem por

finalidade aumentar a sobrevivência dos camarões após desafio com os patógenos

(WONGTAVATCHAI; LÓPEZ-DÓRIGA; FRANCIS, 2010). Alguns estudos com

camarões mostraram que os mesmos quando submetidos a patógenos, adquiriram

resistência após a vacinação (TEUNISSEN et al., 1998).

Até o momento, sabe-se que as principais respostas imunológicas ocorrem na

hemolinfa  por  meio dos hemócitos,  que armazenam moléculas  imunes e são as

principais células envolvidas na resposta imunitária, incluindo a atividade fagocítica e

a  ativação  do  sistema  profenoloxidase  (proPO)  (JIRAVANICHPAISAL;  LEE;

SÖDERHÄLL, 2006; WU et al., 2017). Os hemócitos podem ser classificados em 3

tipos, com base na presença de grânulos citoplasmáticos: células hialinas (HCs),

células semi-granulares (SGC), e células granulares (GC) (TAYAG et al., 2010). Nos

crustáceos as células semi-granulares e granulares são induzidas à degranulação

por  moléculas  microbianas  ou  estranhas  como LPS,  βG,  e  PG na  presença  de

proteínas de reconhecimento de padrões específicos (PRPs), como por exemplo, as

proteínas de ligação de βG (YEH  et  al.,  2010;  YUDIATI  et  al.,  2016).  As  PRPs

desencadeiam o sistema proPO, libertando proPO e outras proteínas (Figura 2).

2.6 Sistema de ativação da profenoloxidase (proPO)

A forma ativa da profenoloxidase (proPO), é a enzima fenoloxidase (PO), enzima

importante para o sistema de defesa dos invertebrados (LIU  et al.,2006). O  termo

fenoloxidase,  geralmente  é  utilizado  para  se  referir  a  três  grupos  enzimáticos

diferentes envolvidas na oxidação de fenol na presença de oxigênio: catecol

oxidases  (EC  1.10.3.1),  lacases  (EC  1.10.3.2)  e  tirosinases  (EC  1.14.18.1).  A

atividade  dessas  fenoloxidases  corresponde  à  oxidação  de  monofenóis  em  o-

difenóis e dos o-difenóis em o-quinonas, bem como a oxidação de p-difenóis em p-

quinonas (Le Bris et al., 2016). Em crustáceos, a enzima é encontrada na carapaça,

exoesqueleto abdominal, cefalotórax, telson e pleópodos, bem como na hemolinfa,

no músculo e no hepatopâncreas (OLIVEIRA, 2013).
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As  fenoloxidases  (PO)  apresentam  diversas  funções  fisiológicas,  como

esclerotização (endurecimento da carapaça) após a muda, cicatrização de lesões na

cutícula e participa nas reações de defesa. Logo, a PO é a principal enzima que atua

na produção de melanina (OLIVEIRA, 2013).  Esta  enzima encontra–se na  forma

inativa (proPO) nos grânulos de hemócitos de crustáceos. A proPO é ativada por

clivagem proteolítica, mediada por serino proteases, que também estão

armazenadas  nos  grânulos  de  hemócitos  (NAPPI,  OTTAVIANI,  2000).  A

degranulação dos hemócitos com a liberação da proPO é estimulada por proteínas

de  reconhecimento  padrão,  como  β-glucanas,  lipopolissacarídeos  de  bactérias

Gram-negativas e peptídeos glicanas de bactérias gram- positivas.  Uma  vez que

essa enzima é ativada e liberada, ela dá origem a uma serie de reações complexas

que se iniciam com a oxidação de compostos fenólicos e terminam com a produção

da melanina. Durante essas reações são formados vários compostos intermediários,

como quinonas  e  espécies  reativas  de oxigênio,  que  são  tóxicos  e  resultam na

destruição de microrganismos invasores (CEREUS, SÖDERHÄLL, 2004).

Figura 2: Ilustração do complexo sistema de defesa inato dos camarões

sendo  ativado  pela  degranulação  dos  hemócitos  devido  ao  reconhecimento  de

padrões moleculares associados a agentes patogênicos.

FONTE: Jiravanichpaisal; Lee; Söderhäll (2006).
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Os  hemócitos  desempenham  um  papel  importante  no  sistema  das

profenoloxidases.  Entretanto,  enzimas  desse  sistema  têm  sido  encontradas  no

hepatopâncreas,  evidenciando  que  possivelmente  este  órgão  possui  funções

digestivas e imunes (SILVEIRA et al., 2018).

2.7Hepatopâncreas

O  hepatopâncreas  é  o  principal  órgão  digestivo  em  crustáceos

(RŐSZER, 2014), sendo um órgão importante do camarão por apresentar funções

semelhantes às do fígado, pâncreas e intestino nos vertebrados. Logo, este órgão é

fundamental para o crescimento e sobrevivência dos camarões, servindo de modelo

para avaliação da saúde e bem-estar dos mesmos (HU, LEUNG, 2007).

Além de ser responsável pelo sistema digestivo, o hepatopâncreas apresenta

a função de desintoxicação e atua no sistema imune  dos  animais invertebrados,

através de proteínas presentes no órgão  que reconhecem moléculas presentes na

superfície de patógenos, ativando o sistema de defesa do hospedeiro (HAN  et al,

2018); (JI, YAO, WANG, 2009). Descobertas recentes mostram que o

hepatopâncreas em crustáceos é uma fonte importante de moléculas de imunidade

inata (HUANG et al., 2013). Alguns genes presentes no hepatopâncreas apresentam

tanto funções digestivas quanto imunológicas, sendo modulados mediante infecções

por diferentes patógenos (VELÁZQUEZ-LIZÁRRAGA et al., 2019).

Uma doença denominada de necrose hepatopancreática aguda (AHPND) foi

mostrada  como  sendo  uma  das  principais  causas  da  síndrome  da  mortalidade

precoce. Essa doença é caracterizada por atrofia do hepatopâncreas do camarão,

que causa descamação das células epiteliais  (JOSHI et  al.,  20014),  tendo como

principal  causador  dessa  doença  o  V.  parahaemolyticus  (KUMAR  et  al.,  2014).

Portanto,  uma  vez que  V. parahaemolyticus  causa prejuízos ao hepatopâncreas e

que ele tem sido relacionado ao sistema imune, pretende-se estudar o efeito dessa

bactéria patogênica em fenoloxidases presentes no hepatopâncreas do camarão.

3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Estudar o efeito de bactéria patogênica Vibrio parahaemolyticus inativada por

calor nas enzimas do tipo fenoloxidases no hepatopâncreas do camarão

Litopenaeus
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vannamei e observar se ocorre modulação da atividade dessas enzimas mediante 

uma segunda exposição com o V. parahemolyticus vivo.

3.2 Objetivos específicos

1  -  Determinar  os  efeitos  da  temperatura  ótima  nas  fenoloxidases  de  L.

vannamei;

2–Caracterizar  as  enzimas  do  tipo  fenoloxidases  por  ensaios  de  inibição

enzimática;

3 -  Determinar  a  atividade de enzimas do tipo fenoloxidases no camarão

Litopenaeus vannamei mediante a administração de V. parahaemolyticus inativado e

infecção com V. parahaemolyticus vivo;

4 – Determinar o efeito de  V. parahaemolyticus  inativado e infecção com V.

parahaemolyticus vivo na sobrevivência de L. vannamei.

4. Material e Métodos

4.1 Cultivo e infecção de L. vannamei com V. parahaemolyticus

L. vannamei juvenis (12±1,5g) foram obtidos com a empresa Aquatec e

transportados  ao  LTA/UFRPE  (Laboratório  de  Tecnologia  em

Aquicultura/Universidade Federal Rural de Pernambuco). Os camarões (15

camarões  por  grupo)  foram  mantidos  em  tanques  com  água  marinha  (23g.L -1)

previamente  filtrada  e  em  contínua  aeração.  A  temperatura  média  da  água  foi

mantida entre 28°C e 29°C. Além disso, 25% da água dos tanques foi  renovada

diariamente.

Para os experimentos foram estabelecidos três grupos (três tanques

por grupo), os quais receberam cloreto de sódio ou V. parahaemolyticus nos pellets

da ração (quantidade de aproximadamente 8% da biomassa): Grupo controle (C),

não foi  exposto a bactérias em todo o experimento; Grupo Vi, recebendo V.

parahaemolyticus  inativado por calor (1 x 106 CFU/mL) por 7 dias seguido por

manutenção nos tanques por 24 horas sem exposição à bactéria viva; Grupo Va,

com manutenção nos tanques  por  7  dias  sem  exposição  à  bactéria  inativada,

seguido por infecção por V. parahaemolyticus ativo (vivo) (1 x 107 CFU/mL) durante

24 horas e; Grupo ViVa, recebendo V. parahaemolyticus inativado por 7 dias seguido

da bactéria ativa durante 24 horas.  Para a inativação do  V. parahaemolyticus,  a

bactéria foi autoclavada a 120°C por 20 minutos. Além disso, a sobrevivência dos

camarões foi avaliada em
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todos os grupos. Esta etapa foi realizada em parceria com o Dr. Janilson Félix, do

Laboratório de Enzimologia do Departamento de Bioquímica da Universidade

Federal de Pernambuco.

4.2 Preparação dos extratos brutos

Após as etapas de cultivo e infecção dos camarões, eles foram anestesiados

em gelo e os hepatopâncreas foram excisados. Então,  os  hepatopâncreas foram

homogeneizados em NaCl 0,15 M a 4°C, na concentração 40 mg/mL. Em seguida,

os extratos brutos foram obtidos a partir dos sobrenadantes após centrifugação a

10.000 x g por 25 minutos a 4°C para a remoção de débeis celulares e lipídeos. A

proteína  solúvel  total  foi  determinada  de  acordo  com  Bradford  (1976)  utilizando

albumina de soro bovino (BSA), como proteína padrão. Esta etapa foi realizada por

colaboração  com  o  Prof.  Ranilson  de  Souza  Bezerra,  do  Departamento  de

Bioquímica da UFPE.

4.3 Determinação do efeito da temperatura na atividade enzimática

O  efeito  da  temperatura  na  atividade  das  fenoloxidases  do

hepatopâncreas de L. vannamei foi analisado com temperaturas entre 25ºC e 85ºC.

Para os experimentos de temperatura ótima, os extratos foram incubados com Tris-

HCl,  substratos  L-DOPA e  hidroquinona  nas  temperaturas  descritas,  em que  a

determinação  das  absorbâncias  foi  feita  conforme  descrito  na  determinação  da

atividade. Para a determinação da estabilidade térmica, apenas os extratos brutos

foram previamente incubados nas temperaturas descritas acima. Em seguida, os

mesmos  foram  colocados  a  25°C  e  as  absorbâncias  e  as  atividades  foram

determinadas como descrito no tópico da determinação da atividade.

4.4 Determinação da Inibição enzimática

A determinação da inibição foi realizada por meio de diferentes grupos:

controle (150 µL de tampão tris- HCl, 150 µL de extrato bruto e 300 µL de substrato

L-DOPA  (3  mg/mL)  e  inibição  (100  µL  de  tampão  tris-HCl,  50  µL  do  inibidor

tropolona (3 e 13 mg/mL), 150 µL do extrato bruto e 300 µL (3 mg/mL) de substrato

L-DOPA).  Para  tal,  extrato, inibidor e tampão ficaram incubados na temperatura

ambiente por 25 minutos. Em seguida, o substrato foi adicionado, ficando incubado

por 40 minutos até a leitura da absorbância e determinação da atividade enzimática,

conforme explicado no tópico
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anterior.  Os  brancos  também  foram  determinados  como  descrito  acima.  A

quantificação  da  inibição  foi  determinada  em  percentual,  considerando  o  grupo

controle como 100%.

4.5 Determinação  do  efeito  de  V.  parahaemolyticus  inativado  na

atividade das fenoloxidases

A determinação da atividade das enzimas do tipo fenoloxidases foi  feita

utilizando os extratos de hepatopâncreas do  camarão L. vanamei, em diferentes

tratamentos (C, Vi, Va, ViVa). A atividade foi determinada a partir da incubação

desses extratos, onde foram utilizados 150 µL do tampão tris- HCL, 150 µL da

extrato  e  300  µL  de  L-DOPA  (3  mg/mL),  substrato  para  as  enzimas  do  tipo

fenoloxidases, e com hidroquinona (3 mg/mL), substrato especifico para lacases.

Além disso, também foi feito um branco sem extrato e outro branco sem substrato.

A quantificação da atividade ocorreu durante 40 min, sendo realizada

através do espectofotômetro com absorbâncias de (A490nm) para L-DOPA e (A405nm)

para  hidroquinona. A atividade enzimática específica das fenoloxidases foi

expressa pela variação da absorbância por minuto e por miligramas de proteínas.

A determinação da atividade foi feita de acordo com SÖDERHALL; CERENIUS,

1992.

Para  os  experimentos  descritos  acima,  foram  utilizadas  três  amostras

biológicas  para  cada  grupo,  sendo  feitas  duplicatas  para  cada  amostra.  Os

resultados são expressos em média ± desvio padrão e análise estatística utilizada

foi  ANOVA  de  um  fator  seguida  do  teste  de  Tukey.  As  diferenças  foram

consideradas significativas quando p < 0,05.

5. Resultados

5.1 Determinação do efeito da temperatura na atividade enzimática

Inicialmente, foi feita uma caracterização por parâmetros físico-

químicos e por ação de inibidores nas fenoloxidades, visto que é a primeira vez que

a atividade dessas enzimas é detectada no hepatopâncreas de L. vannamei. Então,

foi observado o efeito da temperatura na atividade das fenoloxidases (Figura 3),

mostrando uma
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maior atividade dessas enzimas a 85ºC (Figura 3A). Além disso, foi possível verificar

que essas enzimas são termoestáveis, chegando a manter cerca de 50% da sua

atividade entre 75°C e 85°C (Figura 3B).

Figura 3. Efeito da temperatura na atividade das fenoloxidases, presentes no

hepatopâncreas  do  camarão  L.  vannamei.  A  –  Temperatura  ótima  para  as

fenoloxidases.  B – Estabilidade térmica  para as  fenoloxidases.  Os valores  estão

expressos como média ± desvio padrão (n=3).
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Em seguida, para verificou-se a temperatura ótima e a estabilidade térmica

utilizando o substrato hidroquinona, o qual é específico para as fenoloxidases do tipo

lacases (Figura 4). Como foi possível observar, a temperatura ótima também foi de

85°C  (Figura  4A)  e  essas  enzimas  também  foram  termoestáveis  em  elevadas

temperaturas (Figura 4B).  Isto indica que possivelmente as lacases são enzimas

majoritárias dentre as fenoloxidases presentes no hepatopâncreas de L. vannamei.

Figura  4.  Efeito  da  temperatura  na  atividade  das  lacases,  presentes  no

hepatopâncreas do camarão L. vannamei. A – Temperatura ótima para as enzimas

do  tipo  lacases.  B  –  Estabilidade  térmica  para  as  enzimas  do  tipo  lacases.  Os

valores estão expressos como média ± desvio padrão (n=3).
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5.2 Determinação da Inibição enzimática

Em seguida, foi feito um ensaio de inibição enzimática utilizando um

inibidor de fenoloxidases do tipo tirosinases (tropolona) nas concentrações de 3 e 13

mg/mL e mensurada a atividade com o substrato L-DOPA (Tabela 1). É possível

observar que ocorreu inibição (32,3%) utilizando tropolona 13 mg/mL, enquanto que

nenhuma inibição foi observada usando 3 mg/mL deste inibidor. A inibição de cerca

de 30% da atividade enzimática somente com uma elevada concentração de inibidor

mostra  que  as  fenoloxidases  do  tipo  tirosinases  são  minoritárias  dentre  as

fenoloxidases presentes no hepatopâncreas de L. vannamei.

Tabela 1. Inibição de enzimas do tipo fenoloxidases no hepatopâncreas de L.

vannamei  por tropolona. Os valores são referentes à média de duplicatas de três

extratos brutos contendo cinco hepatopâncreas cada. O grupo controle consistiu nos

extratos brutos sem a presença do inibidor.

Grupos Inibição (%)

Controle 0

Tropolona 3 mg/mL 0

Tropolona 13 mg/mL 32,3

5.3 Determinação  do  efeito  de  V.  parahaemolyticus  inativado  na

atividade das fenoloxidases

Uma vez que a caracterização realizada indica que as lacases podem ser as

enzimas majoritárias dentre as fenoloxidases no hepatopâncreas de L. vannamei, o

efeito  de  V.  parahaemolyticus  inativado,  foi  avaliado  com  L-DOPA  (para  as

fenoloxidases totais) e hidroquinona (específico para as lacases) (Figura 5). Para tal,

a determinação da atividade foi realizada em diferentes tratamentos com o  Vibrio

parahaemolyticus, a fim de verificar em quais grupos a atividade das enzimas são

moduladas.

A partir dos resultados foi possível observar que as fenoloxidases totais e as

lacases apresentaram um perfil similar (Figura 5 A e B). A atividade dessas enzimas

não foi modulada com a administração do V. parahaemolyticus inativado por calor,
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visto que a atividade no grupo Vibrio inativado (grupo Vi) não mostrou- se

significativo em relação a do grupo controle. Em seguida, pode-se verificar também

que o patógeno vivo (grupo Va) foi capaz de diminuir significativamente a atividade

das fenoloxidases totais e das lacases em relação ao controle. Por fim, observa-se

que o Vibrio inativado seguido de infecção da bactéria viva (grupo ViVa) não altera

significativamente a atividade em relação ao grupo apenas com o V.

parahaemolyticus vivo (Va), tanto utilizando o substrato L-DOPA quanto o substrato

Hidroquinona. Portanto,  V. parahaemolyticus  inativado por calor não foi  capaz de

modular  as  fenoloxidases nem de prevenir o efeito do patógeno ativo nessas

enzimas. Além disso, também foi possível observar que não houve mortalidade nos

camarões de todos os grupos testados.

Figura 5: Determinação da atividade das enzimas do tipo fenoloxidase a partir

de tratamentos obtidos do hepatopâncreas do camarão Litopenaeus vannamei com

Vibrio parahaemolyticus, como C – Controle; Vi – V. parahaemolyticus inativado; Va

–

V. parahaemolyticus ativo; ViVa – Desafio com V. parahaemolyticus inativado

seguido  de infecção com a bactéria ativa. Letras diferentes representam que a

diferença entre  os  grupos  é  estatisticamente  significativa  (ANOVA  de  uma  via

seguido por Teste de Tukey.
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6. Discussão

Esta é a primeira vez que a atividade de fenoloxidases é descrita no 

hepatopâncreas de L. vannamei. Assim, faz-se necessária uma caracterização para
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entender a possível composição e propriedades dessas enzimas, visto que a

literatura tem mostrado que fenoloxidases de diferentes organismos e em diferentes

órgãos e tecidos podem variar bastante quanto à composição ou à atividade (LE

BRIS et al., 2016). Portanto, foi feita  uma caracterização das fenoloxidases quanto

ao  efeito  da  temperatura  e  à  inibição  antes  de  verificar  a  modulação  de  V.

parahaemolyticus na atividade dessas enzimas.

A atividade das fenoloxidases (totais e lacases) no hepatopâncreas de

L. vannamei foi maior a 85°C. Além disso, essas enzimas foram termoestáveis a

75°C (Figuras 3 e 4). Semelhantemente,  já  foi demonstrado em outro estudo que

lacases  de  organismos  aquáticos  podem  ter  estabilidade  térmica  em  elevadas

temperaturas (D’SOUZA-TICLO; SHARMA; RAGHUKUMAR, 2009). Neste contexto,

MARTÍNEZ- ALVAREZ; MONTERO; GÓMEZ-GUILLÉN (2008) demonstraram que

enzimas do tipo lacases do camarão Parapenaeus longirostris mantiveram cerca de

50% de sua atividade a 70°C. As fenoloxidases totais e as enzimas do tipo lacases

caracterizadas no nosso trabalho apresentaram um perfil similar, com considerável

atividade a 75°C, isto indica que possivelmente as enzimas do tipo lacases são as

fenoloxidases presentes majoritariamente no hepatopâncreas de  L. vannamei. Em

concordância com estes resultados, as enzimas do tipo lacases apresentaram as

mais elevadas atividades dentre as fenoloxidases de Penaeus monodon (LE BRIS et

al., 2016).

Segundo os testes de inibição para a determinação das fenoloxidases do tipo

tirosinas o estudo de KAHN et al. (1985) mostrou que tirosinases têm alta inibição

com tropolona, tratando- se do substrato L-DOPA, porém, isto não foi observado no

nosso  trabalho.  A  determinação  da  inibição  enzimática  no  hepatopâncreas  do

camarão  L. vannamei  (Tabela 1) mostrou que ocorreu inibição (32,3%) utilizando

tropolona 13 mg/mL, enquanto as enzimas não foram inibidas com 3 mg/mL deste

inibidor. Um baixo grau de inibição das fenoloxidases do tipo tirosinases em uma

concentração  mais  elevada  do  inibidor  pode  indicar  que  poucas  fenoloxidases

presentes no hepatopâncreas de L. vannamei são do tipo tirosinases.

De fato, o estudo de ZHOU (2012) demonstrou que baixos níveis de

expressão  de  tirosinases  são  encontrados  em  alguns  órgãos  de  animais

invertebrados.  Assim,  pode-se  sugerir  que  uma  baixa  expressão  gênica  das

tirosinases tem correlação com uma baixa produção e com pouca atividade dessas

enzimas no hepatopâncreas de L.  vannamei. Dentro deste contexto, as

fenoloxidases do tipo tirosinases estão presentes principalmente nos hemócitos de

L. vannamei (LAI; CHENG; KUO, 2005). No entanto,
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é possível  que as tirosinases sejam importantes no hepatopâncreas,  mesmo  em

pequenas concentrações, uma vez que essas enzimas são necessárias para

catalisar  reações que levam à melanização (SHI  et  al.,  2017).  Uma  vez que foi

detectado  que  as  lacases  provavelmente  são  as  principais  fenoloxidases  no

hepatopâncreas de L. vannamei, os efeitos de V. parahaemolyticus foram avaliados

utilizando L-DOPA e hidroquinona.

Para avaliar os efeitos de V. parahaemolyticus inativado por calor, os

camarões  foram expostos ao patógeno inativado por sete dias. Este tempo foi

necessário pois o  termo  “memória  imune”  representa  uma  resposta  sustentada

(BREHÉLIN; ROCH, 2008). Assim, estudos experimentais normalmente indicam que

os efeitos relativos à memória imune são detectados entre 7 e 30 dias (CHANG et

al., 2018).

O único grupo capaz de alterar significativamente a atividade das enzimas do

tipo  fenoloxidases no hepatopâncreas de  L.  vannamei  foi  o  V.  parahaemolyticus

ativo (Va), que diminuiu a atividade dessas enzimas em relação ao controle (Figura

5). De fato, isto parece ser importante para a manutenção desse patógeno dentro do

camarão, visto que SHI et al.  (2017) demonstraram que o silenciamento gênico de

lacases  em  L.  vannamei  proporcionou  um  estabelecimento  mais  eficaz  de  V.

parahaemolyticus  no  camarão.  Essas  alterações  na  atividade  de  moléculas  do

sistema imune de invertebrados podem flutuar de acordo com o tempo pós-infecção,

visto que, em alguns momentos, o sistema imune do hospedeiro supera a infecção

do  patógeno.  Já  em  outros  momentos,  os  mecanismos  moleculares  do

microrganismo promovem um escape para as defesas dos invertebrados (POPE et

al., 2011). Assim,  estudos  em  outros  tempos  pós-infecção  ajudarão  a  entender

melhor esta relação.

Uma  das  formas  pelas  quais  o  V.  parahaemolyticus  poderia  reduzir  a

atividade das fenoloxidases seria induzir o camarão a produzir proteínas que inibam

a ativação do sistema das fenoloxidades (proPO). Isso impediria as fenoloxidases de

catalisarem os compostos fenólicos e desencadearem a melanização e a formação

de quinonas intermediárias para eliminação e encapsulamento de microrganismos

invasores. De acordo com o exposto, NOOTHUAN (2017) caracterizou um inibidor

da ativação da cascata das profenoloxidases no camarão Penaeus monodon. Como

camarões  Peneídeos  podem  produzir  inibidores  do  sistema  proPO,  existe  a

possiblidade  do  V. parahaemolyticus  estar induzindo o  L. vannamei  a aumentar a

produção desses inibidores para reduzir as defesas do camarão. No entanto, ainda

são necessários outros experimentos para comprovar esta hipótese.
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Por outro lado, a atividade das enzimas do tipo fenoloxidases não foi

modulada por  V. parahaemolyticus  inativado por calor (Vi),  e ele também não foi

capaz de prevenir o efeito de Va na atividade dessas enzimas (ViVa). Isto pode estar

relacionado ao procedimento utilizado para inativar V. parahaemolyticus. De acordo

com Lin et al. (2013), Vibrio inativado por calor também não alterou moléculas

imunes  dos hemócitos de L. vannamei mediante uma segunda exposição a V.

alginolyticus no  tempo de  sete  dias.  No  entanto,  a  modulação  de moléculas  do

sistema imune foi observada quando o  Vibrio  foi inativado por formalina. Segundo

esses autores, a inativação por calor poderia desnaturar antígenos bacterianos e

alterar a conformação  de  epítopos  que  seriam  reconhecidos  pelas  células  do

hospedeiro.  Além  disso,  é  possível  que  ocorra  um  rompimento  precoce  da

membrana bacteriana e a liberação de polissacarídeos, os quais também poderiam

ser reconhecidos apenas no estágio inicial pós-desafio. Já a inativação por formalina

mantém os polissacarídeos e os antígenos intactos, facilitando o reconhecimento do

patógeno e o estímulo ao sistema imune do camarão.

Como base no exposto, é provável que a inativação de V. parahaemolyticus

por formalina também estimule a atividade das fenoloxidases no hepatopâncreas.

Isto seria viável pois  já  está demonstrado que esse órgão apresenta proteínas de

reconhecimento padrão (PRPs) (JI; YAO; WANG et al., 2009). Os PRPs reconhecem

os  padrões  moleculares  patógeno-associados  (PAMPs)  do  patógeno  e,  assim,

desencadeiam a ativação do sistema de defesa do hospedeiro, incluindo a cascata

das  profenoloxidases  (ALVAREZ-LEE  et  al.,  2020).  Neste  caso,  a  inativação  do

patógeno por formalina poderia manter intactos os seus PAMPs, os quais seriam

mais facilmente reconhecidos pelos PRPs do hepatopâncreas de  L. vannamei  em

um estágio tardio pós-desafio. Esse corresponde ao tempo de avaliação da atividade

das fenoloxidases neste trabalho.

A ausência de modulação da atividade das enzimas do tipo fenoloxidases em

quase todos os grupos testados possivelmente justifica a sobrevivência de 100% dos

camarões. No entanto, é importante observar que no grupo infectado apenas com V.

parahaemolyticus  vivo também não houve mortalidade,  mesmo  com a diminuição

significativa  da  atividade  das  enzimas.  Provavelmente,  os  camarões  utilizaram

outras  moléculas  do  sistema  imune  além  das  fenoloxidases  para  combater

infecções, como os peptídeos antimicrobianos (ALVAREZ-LEE et al., 2020). De fato,

L.  vannamei  utiliza  um  amplo  arsenal  de  moléculas,  as  quais  são  moduladas

diferencialmente
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mediante infecção por V. parahaemolyticus (INTERAMINENSE et al., 2019).

Portanto, mesmo com a diminuição da atividade das enzimas do tipo fenoloxidases,

é possível que outras moléculas tenham contribuído para o controle do patógeno, de

forma a manter todos os camarões deste grupo vivos durante o experimento.

7. Conclusões

Pode-se  concluir  que  dentre  as  enzimas  do  tipo  fenoloxidases,  as

lacases  são  possivelmente  majoritárias  e  as  tirosinases  são  minoritárias  no

hepatopâncreas  do  camarão  L.  vannamei.  Além disso,  V.  parahaemolyticus  vivo

interferiu na modulação da atividade das enzimas do tipo fenoloxidases de forma

negativa, diminuindo a sua eficácia a fim de se estabelecer no camarão. Por fim,

pode- se concluir também que V. parahaemolyticus inativado por calor não foi capaz

de modular a atividade das enzimas do tipo fenoloxidases nem reverter o efeito do

patógeno vivo na atividade dessas enzimas no hepatopâncreas de L. vannamei.
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