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RESUMO

A rapida expansdo da industria do camardo na aqliicultura durante poucas décadas tem
proporcionado a muitos paises altos rendimentos. Entretanto, o surgimento de doencas tem
causado sérios prejuizos econdmicos ao setor produtivo. Este trabalho verificou o efeito do
uso de probidtico no cultivo de juvenis de Litopenaeus vannamei quando submetidos a
infecgdo ao Vibrio harveyi. A exposi¢do ao V. harveyi foi realizada durante 15 dias nos
camardes provenientes de um cultivo de 30 dias em sistema fechado sem renovagdo de agua
com utilizagdo de um probidtico comercial (Bacillus sp.) adicionado na agua e¢ na ragdo
(PAR), somente na dgua (PA), somente na racdo (PR) e sem adicdo de probiotico (SP). Foram
analisadas as respostas de consumo alimentar, concentragdo total de hemocitos, crescimento e
sobrevivéncia. A andlise do consumo alimentar dos camardes ndo mostrou diferenca
significativa entre os tratamentos, sendo a Unica excecdo o tratamento SP onde ocorreu uma
redu¢do no consumo na segunda semana. Os tratamentos PAR e PA apresentaram valores
menores € mais constantes de concentracdo total de hemdcitos durante o periodo do
experimento. As maiores taxas de crescimento foram verificadas nos tratamentos PAR (0,34 +
0,19 g/semana) e SP (0,45 + 0,04 g/semana), os quais ndo diferiram estatisticamente entre si.
Os camardes apresentaram valores de sobrevivéncia acima de 98% em todos os tratamentos.
Os resultados sugerem que a utilizagdo do Bacillus sp. adicionados na agua ou na ragdo
separadamente, aumentam o consumo alimentar por um maior periodo de tempo em camardes
infectados pelo V. harveyi e interferem positivamente na resposta imune de L.vannamei.

Palavras-chave: Litopenaeus vannamei, Vibrio harveyi, probidtico, hemocitos, crescimento.



ABSTRACT

The fast expansion of farmed shrimp industry during the last decades has been offering high
profitable deal to many countries. However, diseases appearing have caused lots of serious
economic damage on productive sector. The effect of probiotic in Litopenaeus vannamei
juveniles when submitted to the infection by Vibrio harveyi was evaluated in the present study
The exposure to V. harveyi was carried out during 15 days using individuals reared for one
month in a closed recirculation system with a commercial probiotic (Bacillus sp.) added to
water and food (PAR), only in the water (PA), only in food (PR) and without probiotic (SP).
Were examined the responses of food consumption, total concentration of hemocytes, growth
and survival. The food consumption did not differ significantly among the treatments, but in
the SP treatment a significant reduction occurred in the second week. The PAR and PA
treatments showed inferior and more constants values in the total hemocits concentrations
during the experimental period. The highest growth rates were observed in the PAR (0.34 +
0.19 g/week) and SP (0.45 + 0.04 g/week) treatments, but did not differ statistically within
these treatments. Shrimp survival values were higher than 98% in all treatments. The results
suggest that the addition of Bacillus sp. to the water or food separately, could increase the
food consumption during a longer period of time in shrimp infected by V. harveyi and
interfere positively in the immune response of L. vannamei.

Key words: Litopenaeus vannamei, Vibrio harveyi, probiotic, hemocits, growth.
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INTRODUCAO

Alimentos marinhos constituem uma parte essencial na dieta de muitas pessoas no
mundo e a necessidade de aumentar a produgdo em diversos paises persistira com o aumento
da populacio humana (ABREU, 1999). A producdo aqiiicola mundial em 1995 foi de
31.196.000 toneladas e em 2005 duplicou, alcangando uma produgao de 62.960.000 toneladas
(ABCC, 2007). O cultivo de crustaceos, principalmente de camardes, desponta neste contexto
como uma importante alternativa para a produgdo rapida e em alta escala, auxiliando ainda a

proteger as populagdes naturais de uma extragdo excessiva (BARRACO, 2004).

A espécie de maior importancia na carcinicultura brasileira ¢ Litopenaeus vannamei.
Sua classificagdo taxonomica segundo Pérez-Farfante e Kensley, (1997) é:

Filo: Arthropoda
Subfilo: Crustacea
Classe: Malacostraca
Ordem: Decapoda
Subordem: Dendobranchiata
Superfamilia: Penaeoidea
Familia: Penacidae
Género: Litopenaeus

Espécie: vannamei
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Segundo Rocha et al. (2004), a producdo global de camardes cultivados em 2003 foi
de 1.630.000 toneladas. A producdo aqiiicola brasileira em 2003 foi de 277.640 toneladas
(FAO, 2005) e a carcinicultura atingiu a marca de 90.000 toneladas, obtendo um crescimento

médio anual da atividade superior a 60% (ROCHA, 2007).

Entretanto, o surgimento de doencgas tem causado sérios prejuizos econdmicos ao setor
produtivo. Dados mais recentes mostram que a producdo de 2006 foi de 65.000 toneladas

colocando o Brasil em 8° lugar na produ¢do mundial (ABCC, 2007).

Em muitos paises, as enfermidades sdo as maiores restricdes para produgdo aqiiicola
(BRAAK, 2002). Especialmente na carcinicultura, o principal fator limitante para um maior
desenvolvimento consiste atualmente no controle das infecgdes. As altas densidades
populacionais, usualmente requeridas nos cultivos, propiciam o rapido alastramento dos
agentes infecciosos, resultando geralmente em mortalidades macigas e levando por
conseqiiéncia a prejuizos econdmicos incalculaveis. No momento presente, a profilaxia e o
controle de doencas em carcinicultura restringem-se basicamente a praticas adequadas de
manejo ¢ a redu¢do das condi¢des de estresse, uma vez que os fatores que determinam o

estado de satde dos camardes sdo ainda muito pouco conhecidos (BARRACO, 2004).

No cultivo de camardo os vibrios e a maioria de outros patdégenos bacterianos sao
Gram-negativos (YAP, 2001; MORIARTY, 1990). Gomez-Gil et al. (2004) citam que essas
bactérias sdo um dos patégenos infectantes mais importantes de organismos aquaticos, tais
como camardes peneideos, varias espécies de peixes, moluscos ¢ corais. Os géneros Vibrio,

Aeromonas e Plesiomonas formam o segundo principal grupo de bacilos Gram-negativos,
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fermentativos, anaerobios facultativos, isto €, crescem em condi¢des acrdbias e anaerobias.
Esses microrganismos foram também classificados juntos, ndo s6 por serem encontrados
principalmente na 4dgua, mas também por serem capazes de causar doenca gastrointestinal

(MURRAY et al., 2004).

O tratamento com probiodticos pode ser considerado como um método de controle
bioldgico chamado “Biocontrole”, que provoca a limitacdo ou eliminagdo de pragas pela
introdu¢do de organismos competidores, como parasitas semelhantes ou patdgenos
especificos (GATESOUPE, 1999). Microorganismos probioticos sdo freqiientemente usados
como aditivos em alimentos para animais cultivados ou de estimagdo. Adicionadas ao
alimento do camardo, as bactérias probidticas podem facilitar a digestdo das proteinas
constituintes, por causa das enzimas produzidas pelas bactérias que podem complementar a
atividade de proteases do camardo, aumentando a digestibilidade alimentar. Além disso, as
enzimas probidticas t€ém uma faixa de pH mais amplo que as enzimas do camardo, o que
poderia prolongar o tempo de digestio mesmo quando estd no hospedeiro (OLMOS-SOTO,
2006). Segundo Moriarty (1998), cepas de Bacillus possuem atividade antibidtica contra
Vibrio sp. luminescente, mas o autor enfatiza a multiplicidade do efeito probiotico, como por

exemplo excre¢do enzimatica, competicdo por nutrientes € por espaco.

Os crustaceos tém um sistema imune inato caracterizado pela auséncia de
imunoglobina ¢ memdria imunologica, mas é bastante eficiente para protegé-los e preserva-
los da invasdo de patdgenos. Os hemdcitos dos crustaceos representam um papel principal na
resposta imune, realizando fungdes como fagocitose, encapsulagdo, formacao de nodulo e

mediagdo de citotoxicidade (JOHANSSON et al., 2000).
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A resposta imune celular dos crustdceos esta basicamente relacionada as células da
hemolinfa, ou hemocitos, e incluem a fagocitose de microrganismos, a formagao de nédulos e
capsulas celulares em torno de particulas estranhas e os mecanismos microbicidas e/ou
citotoxicos utilizados por estas células para lisar e degradar os patégenos invasores. A
contagem total de hemoécitos ou THC (do inglés, total hemocyte count) é um dos parametros
mais utilizados para monitorar o estado de saude em crustaceos. A THC pode aumentar ou
diminuir seus valores, dependendo do tempo e tipo de estresse. Durante estresse e processos
infecciosos, a THC usualmente diminui durante as primeiras horas, devido provavelmente a
migragdo e infiltragdo de hemocitos nas regides invadidas, havendo em seguida um aumento
de seus valores, possivelmente devido a liberagdo de novas células a partir dos orgdos

hematopoiéticos (VAN DE BRAAK et al., 2002).

A realizagdo de pesquisas com intuito de conhecer aspectos bioldgicos,
proporcionando um melhor desempenho e melhores resultados na producdo do camardo
marinho Litopenaeus vannamei, bem como o entendimento de seu sistema imune ¢ de grande

importancia para limitar o impacto de doengas.

O presente trabalho tem como objetivo verificar o efeito do probidtico no cultivo de

juvenis de Litopenaeus vannamei quando submetidos a infecgao ao Vibrio harveyi.
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REVISAO DE LITERATURA

A rapida expansdo da industria do camarao na aqiiicultura durante poucas décadas tem
proporcionado a muitos paises altos rendimentos. O crescimento da industria do cultivo de
camardo ¢ simultaneo a ocorréncia de doencgas virais e bacterianas como o virus da mancha
branca (WSV) e bactérias luminescentes. Isto frequentemente conduz a perdas financeiras
significantes para muitas fazendas de camardo (THAITHONGNUM et al., 2006). Vibrioses
luminescentes sdo causadas principalmente pelos V. harveyi, Vibrio campbellii e
ocasionalmente pelo V. splendidus, os quais podem infectar larvas, juvenis e estagios adultos

de camardes peneideos (GOMEZ GIL et al., 1998).

Vibrio harveyi é uma bactéria luminescente gram-negativa, distribuida freqiientemente
em ambientes aquaticos e ¢ considerado um importante agente causador de doencas luminosas
em organismos marinhos. Durante a década passada, esta espécie foi reportada por ser um
agente patogénico significante e uma das causas de mais altas taxas de mortalidade na

industria do camarao cultivado no mundo inteiro (LIU et al., 1996).

V. harveyi tem causado grandes perdas na producdo do camardo em todo o mundo. Na
Tailandia a presenga deste vibrio tem provocado altas mortalidades em P. monodom e P.

vannamei (MEUNPOL et al, 2003; THAITHONGNUM et al, 2006), no México, em L.
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vannamei (SOTO-RODRIGUES et al, 2006) e no Reino Unido em Penaeus indicus (ALABI
et al, 1999). Nas Filipinas, cepas virulentas de V. harveyi tém causado perdas de 100% na
producio larval de Penaeus monodon com densidades tio baixas quanto 10> cel.mL
(LAVILLA-PITOGO et al., 1990). No Equador uma das enfermidades mais comuns nos
laboratorios produtores de larvas ¢ a “sindrome das bolitas”, cujo agente etiologico ¢ o Vibrio
harveyi, associado a grandes mortalidades de larvas de Penaeus vannamei e de P. stylirostris

(ZHERDMANT, 1991).

Assim como outros invertebrados, os crustaceos contam apenas com um sistema
imune inato ou natural, diferentemente dos vertebrados, que possuem, além deste, um sistema
adaptativo ou adquirido. O primeiro, filogeneticamente mais antigo e considerado mais
simples, ¢ encontrado em todos os organismos multicelulares. O sistema adaptativo deriva
basicamente da linhagem celular linfocitica, que ocorre exclusivamente nos vertebrados e que
se encontra na base das respostas imunolédgicas especificas. Sua auséncia nos invertebrados
inviabiliza qualquer tentativa de desenvolvimento de vacinas, na concepg¢do cldssica da
palavra, diminuindo assim, de forma substancial, a possibilidade de se prevenirem e

controlarem doengas nestes animais (BARRACO, 2004).

Os probioticos vém sendo utilizados na aqiiicultura e ha indicagdes de que seu uso
aumenta a resisténcia ou previne doencas em diversos crusticeos (GATESOUPE, 1999;
ALAVANDI et al, 2004). Rengpipat et al. (1998) observaram exclusdo competitiva utilizando o
Bacillus sp. adicionado a ragdo, obtendo melhores resultados de ganho de peso e
sobrevivéncia no cultivo de P. monodon. Villamil et al. (2003), utilizando tratamento com
bactérias probioticas, observaram que no cultivo de artémia, as cepas de Lactobacillus brevis
e Lactobacillus casei eliminaram completamente o Vibrio alginolyticus deste microcrustaceo,

entretanto, a eliminag@o do Vibrio na agua sé foi possivel com o uso de L. brevis. A utilizagao



16

de cepas de Pseudomonas I-2 tem a propriedade de agir no controle de Vibrio spp. em sistema
de aqiiicultura, assim como biocontrole em laboratérios e fazendas de camardo
(CHYTHANYA et al, 2002). Moriarty (1998) observou um aumento na sobrevivéncia de
camardes de agua doce em tanques onde algumas cepas de Bacillus spp. foram introduzidas.
Este tratamento diminuiu a propor¢ao do patdégeno Vibrio spp. no sedimento e, em menor
extensdo, na agua. No cultivo de camardes o efeito do probidtico vem sendo reportado
(VASEEHARAN & RAMASAMY, 2003; WANG, 2007). Ochoa Solano & Olmos-Soto (2006)
isolaram cepas de Bacillus sp. e encontraram uma potencial aplicagdo tanto para fermentagdo de

alimento como cepas probioticas, aumentando a digestibilidade do camardo. Gomez-Gil et al. (2002)
obtiveram melhores resultados de crescimento nos estagios de misis e protozoea de camardes
peneideos quando foram alimentados com a microalga C. muelleri e bactérias probidticas.
Montero-Rocha (2006) encontrou efeitos positivos no sistema imunologico e fisioldgico do L.

vannamei quando alimentados com um suplemento bacteriano.

Virios procedimentos quantitativos sdo utilizados para avaliar a expressdo da resposta
imune em crustaceos. A contagem total de hemocitos (THC) e a atividade fenoloxidase (PO)
tém sido consideradas como marcadores de saude, uma vez que mudangas nestes parametros
podem estar relacionadas a infeccdes por patdgenos e condicdes adversas
(SRITUNYALUCKSANA e SODERHALL, 2000). Diversos autores reportam o sistema
imune através da contagem de hemocitos. Segundo Bachére (2000) para a prevencao de
doencas de camarao ¢ fundamental a avaliacdo ¢ monitoramento do seu estado de saude, e
neste sentido, a contagem de hemdcitos ¢ uma importante resposta do sistema imune. Lopés et
al. (2003) encontrou mudangas na THC ao submeter juvenis de L. vannamei a diferentes tipos
de dietas, onde a THC aumentou em camardes alimentados com uma dieta com glucanos e

diminui quando alimentados com uma dieta com de vitamina C. Rengpipat et al. (2000),
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avaliando o aumento da imunidade de Penaeus monodon alimentado com a bactéria
probidtica Bacillus sp., detectou uma diminuigdo nos hemocitos apés a infecgdo tanto do
grupo controle quanto o grupo onde foi utilizado Bacillus sp., mas com uma significante
diminui¢do para o tratamento onde se utilizou a cepa probiotica. Sarathi et al. (2007) observou
uma diminui¢do na contagem total de hemocitos em F. indicus indicando uma resposta do

sistema imune inato contra patogenos.

Desta forma, o estudo do sistema imune de crustaceos desponta como uma estratégia
recente ¢ promissora, visto que permite conhecer as bases da susceptibilidade e resisténcia
destes animais a microrganismos patogénicos e parasitas, além de fornecer subsidios valiosos
para o estabelecimento de pardmetros de saude e imunomarcadores para selegdo genética de

animais mais resistentes a infecgdes (BARRACO, 2004).
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Desempenho do Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) cultivado com uso de probidtico

quando submetido a infecgdo por Vibrio harveyi

Danielli Dantas', Egidio Alves, Marcelo Rego, Roberta Soares, Silvio Peixoto, Alfredo O.
Galvez

'Universidade Federal Rural de Pernambuco, Departamento de Pesca e Aqiiicultura, R. Dom
Manoel de Medeiros, s/n, Recife, PE, CEP 52171-900. Fone: 81-3320-6504. Fax: 81-3320-
6502. danielli_matias@yahoo.com.br

Resumo

O trabalho verificou o efeito do uso de probidtico no cultivo de juvenis de Litopenaeus
vannamei quando submetidos a infec¢do ao Vibrio harveyi. A exposi¢do ao V. harveyi foi
realizada durante 15 dias em camardes provenientes de um cultivo de 30 dias em sistema
fechado sem renovagdo de agua com utilizagdo de um probidtico comercial (Bacillus sp.). Os
probidticos foram adicionados na dgua e na racdo (PAR), somente na dgua (PA), somente na
racdo (PR) e sem adi¢do de probidtico (SP). A andlise do consumo alimentar dos camardes
ndo mostrou diferenca significativa entre os tratamentos, sendo a Unica excec¢do o tratamento
SP onde ocorreu uma redugdo no consumo na segunda semana. Os tratamentos PAR e PA
apresentaram valores menores e mais constantes de concentragdo total de hemdcitos durante o
periodo do experimento. As maiores taxas de crescimento foram verificadas nos tratamentos
PAR (0,34 + 0,19 g/semana) e SP (0,45 = 0,04 g/semana), os quais ndo diferiram
estatisticamente entre si. Os camardes apresentaram valores de sobrevivéncia acima de 98%
em todos os tratamentos. Os resultados sugerem que a utilizagdo do Bacillus sp. adicionados
na dgua ou na racdo mantém o consumo alimentar por um maior periodo de tempo em
camardes infectados pelo V. harveyi e interferem positivamente na resposta imune de
L.vannamei.

Palavras-chave: probiotico, camario, Litopenaeus vannamei, imunologia
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Performance of Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) cultured probiotic when submit to

infection by Vibrio harveyi

Abstract

The effect of probiotic in Litopenaeus vannamei juveniles when submitted to the infection by
Vibrio harveyi was evaluated in the present study. The exposure to V. harveyi was carried out
during 15days using individuals reared for one month in a closed recirculation system with a
commercial probiotic (Bacillus sp.) The Probiotics were added to water and food (PAR), only
in the water (PA), only in food (PR) and without probiotic (SP). The food consumption did
not differ significantly among the treatments, but in the SP treatment a significant reduction
occurred in the second week. The PAR and PA treatments showed inferior and more constants
values in the total hemocits concentrations during the experimental period. The highest
growth rates were observed in the PAR (0.34 = 0.19 g/week) and SP (0.45 £+ 0.04 g/week)
treatments, but did not differ statistically within these treatments. Shrimp survival values were
higher than 98% in all treatments. The results suggest that the addition of Bacillus sp. to the
water or food, keeps the food consumption during a longer period of time in shrimp infected
by V. harveyi and interfere positively in the immune response of L. vannamei.

Key words: probiotic, shrimp, Litopenaeus vannamei, imunology
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INTRODUCAO
Uma das maiores restrigdes em fazendas de camardo sdo as doengas causadas por

patogenos infecciosos entre os quais os patdgenos virais € bacterianos sao 0s responsaveis por
varias perdas econdmicas na industria aqiliicola mundial (Sarathi et al., 2007). Vibrioses tém
sido a causa das maiores mortalidades em camardes peneideos juvenis (Gomez-Gil et al.,
2000 e Bachére, 2000). Doengas causadas por Vibrio alginolyticus e Vibrio harveyi deixam
sérios problemas no cultivo do camardo Penaeus monodom na India, sendo ofuscado apenas
pela infec¢do causada pelo virus sindrome da mancha branca, que sdo a causa dos mais sérios
problemas em todos os paises Asiaticos (Sarathi et al., 2007).

A sustentabilidade da industria do camardo depende em grande parte do controle de
doencas e do estado de saude do camardo. Diversos autores tém trabalhado na quantificagao
de diferentes pardmetros celular e humoral na resposta imune de espécies de camardes
cultivados (Rengpipat et al., 2000; Lopés et al., 2003; Hsu & Chen, 2007). Uma das
ferramentas disponiveis para avaliacdes imunoldgicas ¢ a contagem de hemocitos (Le
Moullac et al., 2000).

O uso de bactérias probidticas para inibir patdogenos pela liberacdo de substincias
antimicrobianas vem ganhando importincia em fazendas de camardo como uma alternativa
mais eficaz que administragdo de antibidticos no gerenciamento da saude dos camardes
(Verschuere et al., 2000). Probioticos vém sendo usados na aqiiicultura e seu uso tem sido
indicado aumentando a resisténcia ou prevenindo doencas em diversos crustaceos (Rengpipat
et al., 1998; Gatesoupe, 1999; Montero-Rocha et al., 2006). Rengpipat et al. (2000)
observaram que Bacillus S11 fornecem prote¢do a doengas pela ativagdo da defesa celular
imune e humoral, assim como estabelece uma exclusao competitiva no intestino do camarao.

Segundo Horowitz & Horowitz (2000) probidtico ¢ um suplemento bacteriano que ¢
adicionado a um sistema de producdo para modificar ou manipular as comunidades
microbianas na 4gua e sedimento, reduzir ou eliminar microorganismos patogenos

selecionados, e aumentar o crescimento e sobrevivéncia de espécies cultivadas. Fabricantes
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afirmam que, além disso, aumenta a qualidade da dgua e diminui os niveis de matéria
organica. Porém, a eficacia da adi¢ao de probiotico na d4gua em sistema de ainda ¢ polémico.

Os crustaceos tém um sistema imune inato, caracterizado pela auséncia de imunoglobina e
memoria imunoldgica, mas sdo bastante eficientes para protegé-los e preserva-los da invasao
de patégenos. Os hemocitos dos crustaceos representam o papel principal na resposta imune,
realizando funcdes como fagocitose, encapsulagdao, formag¢dao de nodulo e mediagao de
citotoxicidade (Johansson et al., 2000).

Quando os patdgenos penetram na hemolinfa, sdo englobados pelos hemdcitos e geram
uma série de substancias antimicrobianas chamadas oxigénio reativo tal como anion
superoxido (O, ), radical hidroxila (OH ), peroxido de hidrogénio (H,0,) e oxigénio (O,). A
liberagcdo de anion superdxido ¢ conhecida como explosdo respiratdria, e tem um importante
papel na atividade microbiana (Munoz et al., 2000 apud Sarathi et al., 2007).

Desta forma, o estudo do seu sistema imune desponta como uma estratégia promissora,
visto que permite conhecer as bases da susceptibilidade e resisténcia destes animais a
microrganismos patogénicos e parasitas, além de fornecer subsidios valiosos para o
estabelecimento de parametros de satide e imunomarcadores para sele¢do genética de animais
mais resistentes a infecc¢des. (Barraco, 2004).

O presente trabalho tem como objetivo verificar o efeito do uso de probiotico no cultivo
de juvenis de Litopenaeus vannamei provenientes de um sistema fechado sem renovagio de

agua quando submetidos a infecgdo ao V. harveyi.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de Bioensaios do Departamento de Pesca e
Aqiiicultura (DEPAq) em conjunto com o Laboratéorio de Maricultura Sustentavel
(LAMARSU), Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), localizado em Recife,
Pernambuco ¢ teve uma duracao de 15 dias.

Juvenis de L. vanammei (2,26 + 0,02 gramas) foram obtidos de uma Fazenda de Camarao
Marinho no Litoral Norte de Pernambuco e mantidos no LAMARSU por 30 dias em sistema
de cultivo fechado heterotrofico e autotrofico. No sistema heterotréfico, a administragao dos
probidticos nos devidos tratamentos foi ministrada de acordo com a recomendagdo do
fabricante. O probidtico comercial ministrado no cultivo anterior ao experimento ¢ composto
por cepas liofilizadas de Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis. No Cultivo autrotofico foi
realizado indculo da diatomécea Chaetoceros muelleri em uma densidade de 10° células/ml

utilizando a fertilizacdo com os fertilizantes inorganicos Nitrato, Fosfato e Silicato para a
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manuten¢do da densidade algal. Apds 30 dias de cultivo, os camardes foram transportados
para Laboratorio de Bionesaios do DEPAq e separados nas devidas unidades experimentais.

Cada unidade experimental consistiu de caixas plésticas (0,56 X 0,36 X 0,31m) com area
de 0,20m’” e volume de 35 litros cada. A densidade de estocagem de camardes foi de 100/m?,
totalizando 20 individuos por caixa com salinidade 25%o, aeracdo constante e temperatura
ambiente.

O modelo experimental contou com quatro tratamentos em tréplica, totalizando 12
unidades experimentais inteiramente casualizadas. Os tratamentos foram ministrados com
camardes advindos de um cultivo heterotrofico (tratamento PAR, PA e PR) e autotréfico
(Tratamento SP), onde:

Tratamento PAR - Camardo advindo de cultivo com utilizagdo de probidtico na dgua e na
ragao;

Tratamento PA - Camarao advindo de cultivo com utilizagao de probidtico na agua;
Tratamento PR - Camarao advindo de cultivo com utiliza¢ao de probidtico na ragao;
Tratamento SP - Camardo advindo de cultivo sem utilizagdo de probidtico;

A agua utilizada no experimento foi proveniente do Laboratdrio Maricultura Netuno, onde
recebeu uma prévia filtracdo. No Laboratorio de Maricultura Sustentdvel, a agua foi
desinfetada com hipoclorito de sodio (5 ppm).

O V. harveyi utilizado para infeccdo da agua das unidades experimentais foi obtido no
Laboratoério de Camardes Marinhos — Setor Microbiologia, Departamento de Aqiiicultura da
Universidade Federal de Santa Catarina.

No laboratério de Bacteriologia do Lamarsu o V. harveyi foi cultivado em meio de cultura
liquido BHI (Brain Heart Infusion — Infusdo de Corag¢do e Cérebro, Oxoid) e mantido em
estufa bacteriologica a 30°C. Apds 24h do inicio da cultura, a cepa foi inoculada serialmente
(1/10) 5 vezes em solugdo salina estéril (NaCl 3,5%). A concentra¢do de V. harveyi nesta
solucao foi estimada por contagem das colonias formadas em placas contendo meio de cultura
Agar TCBS (Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose Agar) apds um periodo de 24 horas de
incubacdo a 30 °C. Foi realizado inoculagdo de 10* UFC.mL™" no primeiro dia do experimento
e uma segunda inoculagio de 10’ UFC.mL™" no sétimo dia.

Foram mensuradas as variaveis fisico-quimicas de temperatura (°C), salinidade,
condutividade (ps/cm), porcentagem de saturacdo de oxigénio (%), oxigénio dissolvido
(mg/L) e pH diariamente as 09h, utilizando um multi-pardmetros Multi Probe System 5565.

As amostras de hemolinfa foram coletadas do sinus ventral de um camardo por unidade

experimental antes da inoculagdo do V. harveyi e posteriormente a cada trés dias. As amostras
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foram coletadas com seringas estéreis de ImL (21G), fixadas em solucdo de 4% de formol-
MAS (10 mM Tris, 336 mM NaCl, 5 mM CaCl,, 10 mM MgCl,, pH 7.0) e armazenadas em
ependorf para posterior contagem total de hemdcitos (THC).

Ao final do experimento foi verificado o niimero total de hemocitos (THC), o qual foi
estimado através de contagens diretas em Camara de Neubauer e microscépio Optico.

Durante o experimento, foi utilizada ragdo comercial com 35% de proteina bruta. A
alimentagcdo (10% da biomassa) foi fornecida duas vezes ao (manhd/tarde) em bandejas.
Diariamente, antes da primeira alimentagao, foi retirado sobras de racdo e fezes do fundo das
unidades através de sinfonamento. A agua foi filtrada e devolvida para as devidas caixas.

O consumo alimentar foi avaliado no 7° e 14° dia do experimento, as sobras de ragdo
foram recolhidas, colocadas em filtros pré-pesados e levadas a estufa com temperatura de 60°
C até atingirem um peso constante. Além disso, trés unidades experimentais sem camardes
foram utilizadas para determinar a lixiviacdo da ragdo. O consumo alimentar foi calculado de
acordo com o método adaptado de NUNES & PARSONS (2000): CA= (Ro — R;) x R;,. Onde
CA= Consumo alimentar (g de racao/tratamento/refei¢do); Ry = ragdo ofertada corrigida (g);
R/~ ragdo recolhida (g) R,= lixiviacdo da ragao.

A taxa de sobrevivéncia foi avaliada através de checagem didria de camardes das unidades
experimentais até o final do experimento. Para determinar a taxa de crescimento foi realizada
biometria inicial e final do experimento. Os camardes foram pesados em balanca eletronica
com precisdo de 0,1g. O ganho de peso e biomassa foi avaliado através da diferenca do peso
final e peso inicial e da diferenca da biomassa final e biomassa inicial, respectivamente.

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente através do teste de Kolmogorov-
Smirnov para normalidade, teste de Cochran para homogeneidade da variancia e, em seguida,
ANOVA. Quando houve diferencas significativas entre as médias (p<0,05) foi utilizado o

teste de Duncan.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Parametros fisico-quimicos da agua
Os valores de qualidade de agua mensurados antes dos camardes serem expostos ao V.
harveyi estiveram dentro dos padrdes que foram observados apds a infec¢ao, ndo havendo
desta forma interferéncia no desempenho dos camardes. Nao foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos quanto aos parametros fisico-quimicos da 4agua

(temperatura, salinidade, pH e oxigénio dissolvido) durante o periodo experimental (Tab. 1).
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Tabela 1. Médias e desvio padrio das variaveis fisico-quimicas da agua durante o periodo experimental.*

Table 1. Mean and standard deviation of water physic-chemicals variables during the experimental period*

Tratamentos
PAR PA PR SP
Temperatura (°C) 258+0,20° 258+1,60°  256+020° 25,6+ 020°
pH 7.28+030° 7274031°  728+0,30° 727+032°
Oxigénio dissolvido (mg.L™) 491+0,47"° 5,00£0,35° 493+044% 495+0,41°
Salinidade (2.L ") 258+0,94° 25840,94%  258+0,94° 25.8+0,94°

* Letras distintas entre colunas indicam diferencas significativas (p<0,05)

* Different letters between columns indicates significant different (p<0,05)

A temperatura e a salinidade estiveram dentro da faixa adequada ao cultivo de L.
vannamei, com médias de 25,6 °C e 25,8 g.L"". Nunes (2002), sugere que a temperatura ideal
para o cultivo desta espécie ¢ de 26 a 33 °C e que temperaturas superiores a 35 °C e inferiores
a 25 °C podem afetar negativamente o desempenho dessa espécie e que uma grande variacao
na salinidade pode causar estresse nos animais cultivados.

A concentracdo de oxigénio exerce grande influéncia sobre a atividade, o consumo de
alimento, o crescimento e a conversdo alimentar de peixes e camardes. No cultivo de
camardes as concentragdes de oxigénio dissolvido devem ser mantidas acima de 4mg/L
(Kubitza, 2003; Boyd, 2002). As médias das concentracoes de oxigénio dissolvido
encontradas no experimento foram no minimo 4,91 + 0,47 e maximo de 5,00 + 0,35. Da
mesma forma, o valor observado de pH (média de) encontrou-se dentro dos limites ideais para

o crescimento de camardes que varia de 6 a 9, segundo Boyd (s/d).

Contagem Total de Hemacitos

O tratamento SP diferiu significativamente dos demais tratamentos, apresentando
concentragio média superior de hemocitos totais (37,60 + 37,79 x 10* cel.mL™). A menor
média da contagem total de hemocitos foi verificada no tratamento PAR (15,13 +£5,12).

A contagem total de hemdcitos do tratamento SP foi superior em todas as datas de
amostragem, com exce¢do do 6° dia do experimento, onde apresentou o menor nimero de
hemocitos totais. Esta queda acentuada pode ser justificada pela diminui¢do da infec¢do nos
animais nesta data. Segundo Motedeosca et al. (2002) quanto mais aguda a infec¢ao, maior o
namero de hemocitos produzidos. Em P. japonicus a infecgdo com Fusarium solani provocou
o aumento de até¢ 6 vezes os hemdcitos circulantes (Sequeira et al., 1996). Ja os tratamentos
PAR e PA apresentaram os menores ¢ mais constantes valores de concentragdo total de

hemocitos durante o periodo do experimento, ndo sendo observado grandes alteracdes no
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sistema imunoldgico (Fig. 1). No 6° dia do experimento foi encontrada uma reducao
significativa de THC. Segundo Le Moullac & Haffner (2000), um ntimero menor do que o

normal de hemocitos em crustaceos correlaciona-se com reducdo da resisténcia a patdgenos

(Fig. 1).

8 PAR BPA g PR @ SP

Tempo (dias)

Figura 1. Média e desvio padrao da contagem total de hemocitos nos respectivos dias de coleta.
Letras distintas nos dias de coleta indicam diferengas significativas em cada tratamento (p<0,05).

Figure 1. Mean and standard deviation of total count hemdcitos in the respective samples days

Different letters indicates significant different in the respective samples days in treatments. (p<0,05)

Segundo Braak et al. (2002), a THC em crusticeos pode aumentar ou diminuir seus
valores, dependendo do tempo e tipo de estresse. Segundo estes autores, durante estresse e
processos infecciosos, a THC usualmente diminui durante as primeiras horas, devido
provavelmente a migracdo e infiltracdo de hemocitos nas regides invadidas, havendo em
seguida um aumento de seus valores, possivelmente devido a liberagdo de novas células a
partir dos 6rgdos hematopoiéticos.

Apos a primeira inoculagdo do V. harveyi foi observada uma mudanga quantitativa na
THC, ocorrendo um aumento para todos os tratamentos na coleta realizada no terceiro dia.
Sarathi et al. (2007) observou em camardes injetados com V. alginolyticus a diminuic¢ao
significativa na THC nos estagios iniciais da injecdo e em seguida um aumento dos niveis de
THC, provavelmente devido a migracdo dos hemdcitos para a area injetada. Estes mesmos
autores atribuiram a diminui¢cdo na THC dos camardes infectados por WSSV pelo acumulo de
hemocitos nas areas da injecdo para a cicatrizacdo do ferimento e fagocitose de corpos
estranhos. Estas afirmacdes confirmam que a THC ¢ um parametro util como indicador da

saude de camaroes.
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Apbs o indculo inicial (1 ° dia do experimento) de V. harveyi (10 UFC. mL™), a maior
infec¢do foi observada no 3° dia, onde foram observados as maiores concentracdes de
hemocitos totais, com exce¢do do tratamento PAR. A partir do 7° dia do experimento, onde
foi realizada uma nova inoculagdo de V. harveyi (10’ UFC.mL™), foi observado uma nova
infeccdo demonstrado pelo aumento na concentracdo total de hemocitos apresentado no 9°
dia. Resultados diferentes foram encontrados por Rengpipat et al. (2000), que analisando o
sistema imune do Penaeus monodom cultivado com inoculo de Bacillus sp e infectado com o
V. harveyi, observou que o nimero de hemdcitos totais diminuiram apoés a infec¢do em ambos
os grupos com uma significante diminui¢do no tratamento probidtico. Contudo, estes autores
afirmam que a resposta imune foi substancial em ambos os tratamentos, mas mostrando que
apo6s 10 dias do desafio com V. harveyi, foi mais pronunciada com o camardo tratado com
probidtico (Bacillus sp). Os resultados encontrados por Rengpipat et al. (2000) podem ser
justificados pelo fato das amostras de hemolinfa terem sido coletadas no inicio da infeccao,
onde os valores de THC sdo inferiores.

As concentragdes de V. harveyi estabelecidas para indculo durante o experimento estdo de
acordo com o que foi sugerido por Soto-Rodrigués et al. (2006). Este autor avaliando a
patogenicidade e colonizacdo de vibrios luminescentes em L. vannamei concluiu que larvas de
crusticeos marinhos tem uma capacidade de ingerir 10>-10* UFC.mL"'de V. harveyi por
nauplio e que a coloniza¢do de bactérias no intestino de larvas do camardo ¢ estabilizada apds

13 horas na regido do cefalotorax e trato digestivo.

Consumo alimentar
Com relagdo ao consumo alimentar no 7° dia, foi observado valor inferior para o

tratamento PAR (0,79g/refeicao), o qual diferiu significativamente apenas do tratamento SP
que apresentou valor médio de 1,26g/refei¢dao. Silva et al. (2007) encontraram resultados
similares, com valores inferiores de consumo alimentar de juvenis de L. vannamei para os
tratamentos com probidtico na 4gua e na ra¢ao e probidtico na agua.

Ja no 14° dia, houve uma reducao significativa do consumo alimentar no tratamento SP
(0,83g/refeicao), o qual diferiu significativamente dos tratamentos PA e PR. Os camardes
submetidos ao tratamento sem utilizacdo de probidtico parece ndo ter obtido a mesma
resisténcia a longo prazo com relacdo aos camardes que foram cultivados com utilizagdo de
probiotico.

Nao ocorreram diferencas significativas no consumo alimentar dos tratamentos em

relacdo ao tempo, sendo a unica excecdo o tratamento SP onde ocorreu uma reducdo. Este
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resultado indica que os camardes cultivados com utilizacdo de probidtico foram menos

afetados a longo prazo com relagdo a resposta obtida de consumo alimentar (Tab. 2).

Tabela 2. Valores médios e desvio padrdo do consumo alimentar (grama de ragdo/refei¢do) do camardo Litopenaues
vannamei em sistema fechado com a inoculagéo de Vibrio harveyi *
Table 2. Mean and standard deviation of the Litopenaues vannamei shrimp feed consume (gram of feed/food) in closed system with Vibrio

harveyi inoculation *

Periodo PAR PA PR SP
7° dia 0,79+0,27° 1,02+0,12%® 1,07 £0,23%® 1,26 0,25 °
14° dia 0,84 +033"° 0,97 0,30 ® 0,97 0,29 ® 0,83 £0,33°

* Letras distintas indicam diferengas significativas (p<0,05)

* Different letters indicates signicant different (p<0,05)

Os valores médios de consumo alimentar também se mostrou bastante homogéneo para
todos os tratamentos, como exce¢do do SP que apresentou uma queda consideravel do 7° para

o 14° dia do experimento.

Crescimento e sobrevivéncia

Os camardes submetidos ao tratamento SP apresentaram melhores resultados de ganho de
peso e de biomassa (Tab. 3).

Estes resultados corroboram com os resultados encontrados por Patnaik et al. (2007) que
encontraram maiores valores de biomassa ¢ peso final em L. vannamei infectados com V.
harveyi e cultivados sem adi¢do de probidtico quando comparados com o cultivo onde se
utilizou probiodtico na dgua. Mesmos resultados foram obtidos com as espécies Penaeus
setiferus e L. vannamei por Horowitz & Horowitz (2000) e McIntosh et al. (2000), porém sem

a presencga do V. harveyi.

Tabela 3. Valores médios e desvio padrio dos pardmetros zootécnicos do camardo Litopenaues vannamei em sistema
fechado com a inoculagdo de Vibrio harveyi *

Table 3. Mean and standard deviation of shrimp Litopenaeus vannamei zootecnics parameters in closed system with Vibrio harveyi
inoculation *

PAR PA PR SP
Consumo Alimentar final (g) 0,84 +0,33° 0,97 0,30 ® 0,97 0,29 ® 0,83 £0,33°
Sobrevivéncia (%) 100£0° 98 +0,58 ° 100 + 0,58 * 98+ 0,58 °
Crescimento (g/semana) 0,34 +0,19® 0,25+0,05%® 0,17 +0,10° 0,45+0,04°
Ganho de peso (g) 0,69+ 0,39 * 0,50 +0,11 % 0,35+0,21° 0,90 + 0,08 *
Ganho de biomassa (g) 9,63 + 0,39 6,93 +0,39 4,93 +0,39° 12,70 £ 0,39 *

* Letras distintas entre colunas indicam diferengas significativas (p<0,05)

* Different letters between columns indicates significant different (p<0,05)
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Devaraja et al. (2002) avaliando a utilizacdo de dois tipos de probiotico no cultivo de
camarao, nao encontraram diferencas significativas na taxa de crescimento, peso final,
sobrevivéncia e producdo final em comparacdo com o tratamento controle sem probiotico.

Com relagdo ao crescimento dos camardes no presente estudo, houve diferenga estatistica
entre os tratamentos PR e SP. Os maiores crescimentos (g/semana) foram verificados nos
tratamentos PAR (0,34 = 0,19 g/semana) e SP (0,45 + 0,04 g/semana), que nao diferiram
estatisticamente (Fig 2). Contudo, Rengpipat et al. (1998) observaram um aumento no
crescimento ¢ na sobrevivéncia no cultivo de P. monodon com a utilizagdo de Bacillus S11 e

infectados com o V. harveyi.

@ Biometria inicial (g) @ Biometria final (g) @ Crescimento (g/semana)
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Figura 2. Pesos inicial e final e as respectivas taxas de crescimentos do Litopenaeus vannamei nos diferentes
tratamentos

Figure 2. Initial and final weight and respective growth rate of Litopenaeus vannamei in the different treatments

Os camardes apresentaram valores de sobrevivéncia acima de 98% em todos os
tratamentos. Meunpol, et al. (2003) analisando o cultivo de Penaues monodon infectados por
V. harveyi encontraram melhor resultados de sobrevivéncia para os camardes alimentados
com a utilizacdo de probiodtico na ragdo quando comparados com o grupo alimentados com
auséncia de probidtico. Patnaik et al. (2007), testando o efeito da adigdo de probidtico na agua
de cultivo, ndo encontraram diferenga estatistica na sobrevivéncia de juvenis de L. vannamei

quando infectados pelo V. harveyi.
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CONCLUSOES

Os resultados sugerem que a utilizagdo do probiotico comercial (Bacillus sp.) adicionado
na dgua ou na ra¢do separadamente, aumenta o consumo alimentar durante um periodo de
tempo mais prolongado em camardes infectados pelo V. harveyi. Este fato parece estar
associado a uma maior resisténcia adquirida pelos camardes, tendo em vista a manutencao de
sua atividade alimentar e constidncia na contagem total de hemocitos para os tratamentos
cultivados com probidtico. Apesar da utiliza¢do de probiotico ter interferido positivamente na
resposta imune dos camardes, os melhores resultados de crescimento foram observados no
tratamento sem probidtico. Entretanto, acredita-se que a resposta imune poderia refletir em
melhores resultados de crescimento em camardes expostos ao V. harveyi cultivados por um

maior tempo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados sugerem que a utilizagdo do probiotico comercial (Bacillus sp.) adicionado
na agua ou na ragdo separadamente, aumenta o consumo alimentar durante um periodo de
tempo mais prolongado em camardes infectados pelo V. harveyi. Este fato parece estar
associado a uma maior resisténcia adquirida pelos camardes, tendo em vista a manutencdo de
sua atividade alimentar e constancia na contagem total de hemdcitos para os tratamentos
cultivados com probiotico. Apesar da utilizagao de probidtico ter interferido positivamente na
resposta imune dos camardes, os melhores resultados de crescimento foram observados no
tratamento sem probidtico. Entretanto, acredita-se que a resposta imune poderia refletir em
melhores resultados de crescimento em camardes expostos ao V. harveyi cultivados por um

maior tempo.
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Santana, D.F.Y.; Lira, M. de A.; Santos, M.V.F. dos; Dubeux J°, J.C.B.; Silva, M. da C. da;
Santos, V.F. dos; Fernandes, A. de P. Métodos de recuperagdo de pastagens de Brachiaria
decubens Stapf no agreste pernambucano. Revista Brasileira de Zootecnia, Vicosa, v.35, n.3,
p.699-705, 2006.

d) Citacdes no prelo (aceitas para publicacdo) devem ser evitadas e so referenciadas quando
forem imprescindiveis a elaboragdo dos artigos

Costa, J.V.T; Lira Junior, M.A.; Ferreira, R.L.C.; Stamford, N.P.; Campanharo, M.; Souza,
C.A. Relacionamento entre tamanho do nodulo e medigdes convencionais da nodulagdo. Acta
Scientiarum, Maringa, 2007. No prelo.

e) Dissertacoes e teses

Santos, M.H.B dos. Diagnético precoce do sexo de fetos caprinos e ovinos pela ultra-
sonografia em tempo real. Recife: Universidade Federal Rural de Pernambuco, 2006. 193p.
Tese Doutorado.

f) Trabalhos apresentados em congressos (Anais, Resumos, Proceedings, Disquetes, CD
ROMS)

Fischer, A.F.; Hazin, F.H.V.; Viana, D.; Albanez, F.; Carvalho, F.C de; Pacheco, J.C. Dados
preliminares da biologia reprodutiva do tubardo flamengo (Carcharinus acronotus) capturados
na costa pernambucana. In: Congresso Brasileiro de Oceanografia, 2, 2005, Vitoria. Resumos
... Vitoria: SBOC, 2005. p. 130.

No caso de disquetes ou CD Rom, o titulo da publicagdo continuara sendo Anais, Resumos ou
Proceedings, mas o n° de paginas serdo substituidas pelas palavras Disquetes ou CD Rom.

2) WWW (World Wide Web) e FTP (File Transfer Protocol) Burka, L.P. A hipertext history
of multi-user dimensions; MUD history. http://www.ccs.neu.edu/home/lpb/mud-history-html.
10 Nov. 1997.

h) Citagdes de comunicagdo pessoal deverdo ser referenciadas como notas de rodapé, quando
forem imprescindiveis a elaboragdo dos artigos.

Outras informagdes sobre a normatizagao de artigos

1) Os titulos das bibliografias listadas devem ter apenas a primeira letra da primeira palavra
maiuscula, com exce¢do de nomes proprios. O titulo de eventos deverd ter apenas a primeira
letra de cada palavra maitscula;

2) O nome de cada autor deve ser por extenso apenas o primeiro nome ¢ o ultimo sobrenome,
sendo apenas a primeira letra maidscula;

3) Nao colocar ponto no final de palavras-chave, key words e titulos de tabelas e figuras.
Todas as letras das palavras-chave devem ser minusculas, incluindo a primeira letra da
primeira palavra-chave;

4) No Abstract, a casa decimal dos niumeros deve ser indicada por ponto em vez de virgula;

5) A Introducdo deve ter, preferencialmente, no méaximo 2 paginas. Nao devem existir na
Introducdo equacgdes, tabelas, figuras, e texto tedrico sobre um determinado assunto;

6) Evitar paragrafos muito longos;

7) Nao deverd existir itdlico no texto, em equacdes, tabelas e figuras, exceto nos nomes
cientificos de animais e culturas agricolas, assim como, nos titulos das tabelas e figuras
escritos em inglés;

8) Nao devera existir negrito no texto, em equagdes, figuras e tabelas, exceto no titulo do
artigo e nos seus itens e subitens;
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9) Em figuras agrupadas, se o titulo dos eixos x e y forem iguais, deixar s6 um titulo
centralizado;

10) Todas as letras de uma sigla devem ser maiusculas; ja o nome por extenso de uma
instituicdo deve ter maitiscula apenas a primeira letra de cada nome;

11) Nos exemplos seguintes o formato correto ¢ o que se encontra no lado direito da
igualdade: 10 horas = 10 h; 32 minutos = 32 min; 5 1 (litros) =5 L; 45 ml =45 mL; I/s =L s-
1; 27°C =27 °C; 0,14 m3/min/m = 0,14 m3 min-1 m-1; 100 g de peso/ave = 100 g de peso por
ave; 2 toneladas = 2 t; mm/dia = mm d-1; 2x3 =2 x 3 (deve ser separado); 45,2 - 61,5 =45,2-
61,5 (deve ser junto). A % ¢ j ° unidade que deve estar junta ao ntimero (45%). Quando no
texto existirem valores numéricos seguidos, colocar a unidade somente no °o valor (Exs.: 20 e
40 m; 56, 82,5 ¢ 90,2%). Quando for pertinente, deixar os valores numéricos com no maximo
duas casas decimais;

12) No texto, quando se diz que um autor citou outro, deve-se usar apud em vez de citado por.
Exemplo: Walker (2001) apud Azevedo (2005) em vez de Walker (2001) citado por Azevedo
(2005);

13) Na definicdo dos para-metros e varidveis de uma equacdo, devera existir um trago
separando o simbolo de sua definicdo. A numera¢do de uma equacdo dever estar entre
paréntesis e alinhada esquerda. Uma equagdo dever ser citada no texto conforme os seguintes
exemplos: Eq. 1; Eq. 4.;

14) O artigo deve ter, preferencialmente, no maximo 25 citagdes bibliograficas, sendo a
maioria em revistas/periodicos recentes (ultimos 5 anos). Seguir rigorosamente os exemplos,
apresentados nestas normas, dos formatos das citagdes bibliograficas no texto e da listagem.
15) Quando o artigo for submetido ndo mais sera permitida mudanca de nome dos autores,
seqiiéncia de autores e quaisquer outras alteracdes que no sejam por solicitado do editor.
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