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RESUMO

O estudo das células sanguineas, também chamado como hematologia, vem se
tornando para a aquicultura um precioso instrumento no conhecimento das alteracfes
fisioldgicas que ocorrem nos organismos, no entanto na carcinicultura, ainda hd muito
que se desvendar a respeito da hemolinfa. Diante do exposto objetivou-se com este
trabalho: avaliar a eficicia do anticoagulante citrato de sodio (10%) nas anélises
hematoldgicas, verificar a influéncia da refrigeracdo sobre a contagem total de
hemacitos (CTH), correlacionar os dados hematolégicos com a presenca de vibrio na
hemolinfa, identificar a influencia da idade e da sazonalidade na contagem total de
hemdcitos em camardes Litopenaeus vannamei. Foram capturados camardes da espécie
Litopenaeus vannamei provenientes de dois viveiros de terra (A e B) da Maricultura
Santa Cruz, situada no municipio de Goiana- PE. As coletas se deram semanalmente,
durante dois ciclos de cultivo (periodo seco e periodo chuvoso). Procedeu-se 0 exame a
fresco (macro e microscopico) em todos os animais amostrados. As contagens totais de
hemécitos (células/mm?®) foram realizadas imediatamente apés a coleta e depois de
cinco horas ap6s a refrigeracdo, em camara de Neubauer. Imediatamente apos a
realizacdo das contagens, as amostras destinadas para as analises bacteriologicas foram
transportadas, em temperatura ambiente, para o laboratério de Sanidade de Animais
Aquaticos (LASAQ) da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Os dados referentes
a influencia da refrigeragdo sobre os hemdcitos foram analisados utilizando-se as
técnicas de modelagens matematicas (P < 0,05), no entanto os dados referentes as
analises bacteriologicas, alteracbes no exame a fresco e CTH, os camarfes foram
distribuidos em quatro grupos: camardes com les@o e com bactéria (CLCB), com leséo e
sem bactéria (CLSB), sem lesdo e com bactéria (SLCB) e sem lesdo e sem bactéria
(SLSB). Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e, quando
significativos, ao teste de Tukey, para comparacdo entre as médias, adotando-se o nivel
de significancia de 5%. Ao téermino da pesquisa concluimos que o anticoagulante citrato
de sodio somente preserva adequadamente a hemolinfa do camardo Litopenaeus
vannamei para a CTH realizada imediatamente ap0s a coleta, e que a CTH néo esta
associada com a presenca de Vibrio spp e com lesfes detectadas no exame a fresco, e
portanto, ndo é uma boa ferramenta para a constatacdo imediata de alteracdes na saude
dos camardes marinhos Litopenaeus vannamei.

Palavras-chaves: Litopenaeus vannamei, camaréo, sanidade, hemolinfa.



ABSTRACTS

The study of blood cells, also known as hematology, has become for aquaculture
a valuable tool in understanding the physiological changes that occur in organisms,
however the shrimp, there is still much to discover about if the hemolymph.
Considering the above objective of this work: to evaluate the effectiveness of the
anticoagulant sodium citrate (10%) in blood tests, to check the influence of cooling on
the total count of hemocytes (CTH), haematological data correlate with the presence of
Vibrio in the hemolymph, to identify the influence of age and seasonality in the total
count of haemocytes in shrimp Litopenaeus vannamei. The species were caught shrimp
Litopenaeus vannamei from two nurseries of land (A and B) of mariculture Santa Cruz,
located in the city of Goiana-PE. The collections are made weekly, for two cycles of
cultivation (dry season and rainy season). It is the examination fresh (macro and
microscopic) in all animals sampled. The total counts of hemocytes (cellsfmm3) were
performed immediately after collection and after five hours of chilling in a Neubauer
chamber. Immediately after the counting, the samples intended for bacteriological
analysis were transported in temperature to the laboratory of health of aquatic animals
(LASAQ), Universidade Federal Rural de Pernambuco. The data concerning the
influence of cooling on the hemocytes were analyzed using the techniques of
mathematical modeling (P <0.05), however the data for the bacteriological analysis,
examining changes in the fresh and CTH, the shrimps were divided into four groups:
cameroon with injury and with bacteria (CLCB), with injury and without bacteria
(CLSB) without injury and with bacteria (SLCB) and without injury and without
bacteria (SLSB). The results were submitted to analysis of variance (ANOVA) and
when significant, the Tukey test for comparison between means, is adopting a
significance level of 5%. At the end of the research concluded that the anticoagulant
sodium citrate only adequately preserves the hemolymph of the shrimp Litopenaeus
vannamei to CTH performed immediately after collection, and the CTH is not
associated with the presence of Vibrio spp and examination with lesions detected in the
fresh and therefore not a good tool for immediate recognition of changes in the health of
marine shrimp Litopenaeus vannamei.

Key words: Litopenaeus vannamei, shrimp, health, haemolymph.



1. Introducéo

O estudo das células sanguineas, também chamado como hematologia, vem se
tornando para a aqiiicultura um precioso instrumento no conhecimento das alteragdes
fisiolégicas que ocorrem nos organismos cultivados, causadas, principalmente por
fatores internos como sexo, estagio de maturacdo gonodal, idade, modo de vida e pelas
alteracdes de fatores de dgua. No entanto, salientaram que conhecimentos bésicos nessa
area ainda sdo escassos, o que dificulta maiores discussdes sobre o tema. (RAZINE-
PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).

Na carcinicultura, ainda hd muito que se desvendar a respeito da hemolinfa dos
camardes. Muitos estudos tém sido realizados visando determinar os diferentes tipos
celulares e suas respectivas fungdes. Todavia, informagdes importantes como os valores
normais da contagem total de hemocitos (CTH) em diferentes fases do desenvolvimento
para a espécie Litopenaeus vannamei ¢ a existéncia de variagdes no comportamento dos
hemocitos de individuos machos e fémeas, bem como sua relacao com alteragoes fisicas
e microbiologicas ainda sao desconhecidas.

A constru¢do de uma escala para CTH do camardo marinho Litopenaeus
vannamei ¢ a identificagdo dos valores normais, juntamente com os achados
bacteriologicos correlacionados a uma série temporal, auxiliardo no diagnostico precoce
de alteracdes sistémicas dos camardes, assim como, possibilitardo maior monitoramento
e controle da higidez dos animais em cultivo. Desta forma, a biosseguridade dos
cultivos tera uma nova e segura ferramenta contra as doencas infecto-contagiosas que,

atualmente, preocupam e ameagam o crescimento da atividade.
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2. Objetivos
2.1 Geral

Estabelecer a contagem total de hemoécitos como ferramenta de avaliagdo da
higidez do camardo marinho Litopenaeus vannamei cultivado.

2.2 Especificos

Avaliar a eficicia do anticoagulante citrato de sédio (10%) nas andlises

hematologicas.

e Verificar a influencia da refrigeracdo sobre a contagem total de hemocitos
(CTH).

e Correlacionar os dados hematoldgicos com a presenca de vibrio na hemolinfa.

e Identificar a influencia da idade e da sazonalidade na contagem total de

hemocitos em camardes Litopenaeus vannamei.

13



3. Revisdo de literatura
3.1 Aquiicultura e o camardo marinho cultivado

A aqiiicultura é um dos setores de producdao de alimentos que mais cresce em
todo o mundo, a uma taxa média de 8,8% ao ano desde 1970. Proje¢des para 2010
indicam que a aqiiicultura serd responsavel por mais de 50% do total de pescado
disponivel para consumo humano no mundo. (FAO, 2006)

Dentro da aqiiicultura, temos como destaque a produgdo de camardo, conhecida
como carcinicultura, que vem se expandindo vertiginosamente nos ultimos 50 anos.
Atualmente, cerca de 30% dos camardes consumidos no mundo sdo provenientes do
cultivo, e as espécies marinhas mais cultivadas sdo os peneideos Litopenaeus vannamei
(40,66%), Penaeus monodon (37,41%) e Fenneropenaeus chinensis (10,97%). (FAO,
2007).

O Nordeste brasileiro proporciona condigdes ideais de cultivo de camarao, pois
apresenta pouca variacdo climatica, salinidade e temperatura estaveis, bem como uma
grande incidéncia de luz solar, fatores esses que favorecem o desenvolvimento
adequado do camardo em condig¢des de cativeiro. (SALIM, 2002).

O desenvolvimento da carcinicultura tem-se fundamentado no cultivo do
camardo branco marinho Litopenaeus vannamei, que ¢ pertencente a Familia Penaeidae
e a Ordem Decapoda, ¢ uma espécie exdtica no Brasil e tem como origem a regido
equatorial e tropical do Pacifico, na costa do continente americano. Esta espécie
apresenta uma grande capacidade de adaptacdo as varidveis ambientais que envolvem o
meio de cultivo (pH, salinidade, alimentagdo) e esta entre as cinco espécies de camardo
marinho cultivadas no mundo. (NUNES, 2001).

No entanto, o principal fator limitante para o sucesso da carcinicultura em nivel
mundial consiste atualmente no controle das infeccoes, isso ocorre devido as altas
densidades populacionais, usualmente utilizadas nos cultivos, pois propiciam o
alastramento dos agentes infecciosos, resultando em mortalidades macigas e levando a
prejuizos incalculaveis. Nesse contexto o estudo do sistema imune de crustaceos
desponta como uma estratégia recente € promissora, pois nos permite conhecer tanto a
susceptibilidade como a resisténcia desses animais a microrganismos patogénicos.
(BARRACCO, 2004).

Dentre as diversas variaveis encontradas no ambiente de cativeiro, a densidade €

tida como um fator estressante relevante e pode promover alteragdes fisiologicas e

14



comportamentais importantes para o crescimento e sobrevivéncia dos camardes.

(COMAM et al, 2004).

3.2 A importancia do Vibrio na carcinicultura

As doencas que acometem os camardes cultivados sdo de etiologia diversas,
podendo ser ocasionadas, tanto por agentes biolégicos como por nao biologicos (BELL;
LIGHTNER, 1987; COUCH, 1978; JOHNSON, 1989).

Dentre as doengas causadas por agentes bioldgicos, as mais comuns em peneideos
cultivados sdo as ocasionadas por microrganismos patogénicos oportunistas encontrados
na agua e sedimentos marinhos, podendo também estar fazendo parte da microbiota
intestinal de muitas espécies aquaticas, inclusive camardo (LIGHTNER, 1983). Moss et
al. (2000) observaram que os microrganismos do género Vibrio, Aeromonas e
Pseudomonas eram predominantes no intestino de camardes, quando cultivados em
agua de viveiro ¢ em agua de poco, ndo se verificando diferenga no nimero de
microrganismos nos camaroes cultivados nos dois ambientes.

As bactérias marinhas do género Vibrio sao bons exemplos de oportunistas, uma
vez que ocorrem naturalmente em aguas, sedimentos e camardes marinhos (SONG e
LEE, 1983), algumas espécies como o V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. anguillarum
e V. alginolyticus, sdo freqiientemente implicadas em doengas de peneideos (DE LA
PENA et al., 1992).

Doengas causadas por Vibrio spp. tém muita importancia para fazendas de
camarao ao redor do mundo. Sdo capazes de afetar todos os estadios de vida do camarao
e em larvicultura pode significar 100% de perda dos tanques afetados (PEREIRA,
2002).

Segundo Pereira (2002), historicamente, a epidemia de vibrio em camardo de
cultivo esta associada com fatores adicionais que predispdem o camarao a infecg¢do e a
doencga. Os principais fatores sugeridos incluem manejo, ferimentos na carapaga,
infec¢des prévias por outros patégenos incluindo virus, rickettsia, Fusarium sp,
Gregarina spp., danos do tecido intestinal por bloom de algas toxicas, deficiéncia de
vitamina C, estresse fisiolégico quimico ou fisico (baixos niveis de oxigénio, altas
concentragdes de amonia, temperaturas elevadas, alta salinidade).

As larvas infectadas apresentam trato digestivo vazio, hepatopancreas enrugado

com noédulos melanizados, ferimentos melanizados nos apéndices ou na superficie do
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corpo, concentragdes de bastonetes na hemolinfa e coloniza¢do abundante da superficie
da carapaga.

A vibriose ¢ caracterizada por sinais de desorientacdo, natacao lenta, aglomeragao
nas margens do viveiro, opacidade da musculatura, coloracdo avermelhada dos
apéndices, flexdo do terceiro segmento abdominal, dificuldade de coagulacdo da
hemolinfa.

Bachére (2000) relatou que considerando a importancia das doengas de camardo
causadas por bactérias, atencdo especial deve ser dada ao estudo do mecanismo que
envolve o seu reconhecimento principal e aquelas pertinentes ao grupo vibrionaceo.
Numa outra vertente, deve-se relevar a possibilidade, também, do envolvimento de
agentes  virais, mesmo considerando que as doencas, cujo quadro
anatomohistopatologico ¢ compativel, como o IHHNV e HPV. Porém, com
epidemiologia semelhante, podendo se enquadrar na situacdo referida ou fazer parte de
uma complexa sindrome (BELL e LIGHTNER, 1984; LIGHTNER ¢ REDMAN, 1985;
BONAMI et al., 1995; LIGHTNER, 1997).

3.3 Exame clinico dos camardes marinhos

Um recurso de grande valia e largamente empregado sdo as andlises a fresco,
que viabilizam a avaliagdo e o monitoramento da saude dos camardes, podendo ser
realizado tanto a campo quanto num laboratdrio, conforme de Pereira e Santos (2003).

O exame clinico fundamenta-se na observacao visual e in situ de exemplares
vivos ou moribundos, podendo, depois de se proceder o sacrificio dos animais, ser
realizado um estudo mais detalhado, visando a indicagdo da presenca de alteragdes
(GAMEZ, 2001).

Os exames a fresco de amostras ao microscopio, das branquias, apéndices orais,
animais completos, como larvas e pds-larvas, hemolinfa, fragmentos de alguns tecidos e
orgdos, sdo muito uteis para demonstracdo de algumas enfermidades bacterianas,
micoticas e parasitarias (HERZBERG, 1996).

3.4 O sistema Imunoldgico:

O sistema imunologico dos invertebrados ¢ formado por barreiras fisicas
(cuticula e epitélio) somadas a defesas celulares. (PINHEIRO E ELLAR, 2006). Esse
sistema conta com reagdes celulares e humorais, tal como ocorre nos vertebrados, essas
duas reagdes estdo associadas a hemolinfa ou sangue que ¢ um tecido fluido, composto

por uma fragdo celular, constituida pelos hemdcitos, e por uma fracdo liquida
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representada pelo plasma, onde residem os fatores humorais. (vide revisdo de
SORDERHALL & CERENIUS, 1992).

Os fatores humorais incluem moléculas dissolvidas no plasma, como as lectinas,
os fatores de coagulacdo e as moléculas do sistema pro-fenoloxidase (proPO). Sendo as
lectinas proteinas que reconhecem agucares da superficie celular causando aglutinagdo
ou precipitagdo, devido essa caracteristica as lectinas sdo consideradas potenciais
analogos dos anticorpos nos vertebrados. (MARQUES E BARRACO, 2000).

Os hemocitos constituem a primeira linha de defesa contra invasores e sao
cruciais nas reagdes imunes dos camardes. Estas células s3o responsaveis
principalmente pela fagocitose, encapsual¢dao, formacdo de nodulos e producdo de
moléculas toxicas. Durante uma infeccdo bacteriana os hemocitos migram para as
regides da infeccdo fazendo com que o numero de hemocitos na circulagdo caia, essa
quantidade ¢ restabelecida ou até aumentada depois do controle da infec¢do
aparentemente pela producdo de novos hemocitos pelo sistema hematopoiético. (VAN
DE BRAACK et al, 2002).

A classificacdo das células circulantes do camardo gira em torno de duas
terminologias principais: hemocitos hialinos (HHs) e hemocitos granulares (HGs) que
ainda podem ser diferenciados em hemocitos com granulos pequenos € hemocitos com
granulos grandes. (JOHANSSON et al 2000). Supde-se que os hemocitos hialinos sao
de linhagens diferentes dos hemocitos granulares e estdo envolvidos com reagdes de
coagulacao (SORDERHALL e CERENIUS, 1992; GARGIONI e BARRACCO, 1998).
Os hemocitos granulares estariam relacionados a formagdo de nodulos, fagocitose e
producao de moléculas toxicas. (DESTOUMIEUX et al, 2000 e VAN DE BRAACK et
al, 2002).

Nos tultimos anos ocorreram grandes progressos nos estudos dos hemocitos,
devido ao desenvolvimento de varias solugdes anticoagulantes especificas e meios de
cultivo capazes de estabilizar adequadamente os hemocitos in vitro. No entanto, essas
solugdes sdo de dificil elaboracdo, sendo com isso impraticavel sua reproducao.

O ciclo de muda dos camardes pode influenciar nos nimeros de hemdcitos,
sendo que os animais apresentam maiores concentracdes dessas cé€lulas na fase pos-
ecdise ¢ menores valores durante a intermuda na espécie Penaeus stylirostris. (Le
MOULLAC et al, 1997).

Em cativeiro, as concentragdes celulares e humorais do sistema imune

decrescem em Litopenaeus setiferus (SANCHEZ et al, 2001) H4 também redugdo na
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concentragdo de hemocitos quando a concentracdo ¢ deficiente em carboidratos
(PASCUAL et al, 2004) e/ou quando sao infectados por virus. (SONG et al, 2003).

A determinacdo do hemograma em crustaceo consiste na contagem total e
diferenciacdo dos hemdcitos circulantes e funciona como um dos principais
imunoparametros a expressar a condi¢do de saude desses animais.

Observa-se variagdes nos hemogramas de camardes em muitas situagdes de
estresse como infecgdes bacterianas (MARTIN et al, 2003) virais (VAN DE BRAACK
et al, 2002), ciclo de mudas (LIU et al, 2004) salinidade (PERAZZOLO et al, 2002),
toxidez por enxofre (CHENG et al, 2006) e temperatura (WANG E CHENG, 2006).

A contagem total de hemocitos ¢ realizada a partir de um determinado volume
de hemolinfa onde facilmente ¢ realizada utilizando-se a camara de Neubauer ou
hemocitometro, essa constitui um dos parametros mais utilizados para avaliar o estado
de saude dos crusticeos. (CHENG & CHENG, 2001). Diferentes autores concordam
que um aumento na contagem total de hemoécitos poderia conferir maior prote¢do contra
doencgas em crustaceos. (TRUSCOTT & WHITE, 1990; Le MOULLAC et al. 1998; Le
MOULLAC & HAFFNER, 2000).
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Parte dos resultados obtidos durante o trabalho experimental dessa dissertacao
sera apresentada no artigo intitulado “Contagem total de hemocitos de camardes
marinhos Litopenaeus vannamei conservados com citrato de sédio” (manuscrito),
que se encontra doravante anexado.
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Resumo- Para a realizagdo de contagens de células sanguineas, se faz necessario o uso
de anticoagulantes e no caso especifico da hemolinfa de camardes, ainda nao ha uma
solugdo padrio para que ndo ocorra a coagulacdo dos hemdcitos. Utiliza-se bastante o
citrato de sodio, uma vez que foi verificada a sua eficicia na preservagdo dos hemocitos
de camardes marinhos Litopenaeus vannamei utilizando-se o citrato de sddio como
anticoagulante. Em 140 amostras de hemolinfa com citrato de sodio (10%), na
propor¢do de 1:1, coletadas em dois ciclos de cultivo, no periodo seco e no chuvoso,
realizaram-se CTH imediatamente apds a coleta e apds o armazenamento por um
periodo sob refrigeracdo. Todos os dados obtidos foram analisados utilizando-se as
técnicas de modelagens matematicas (P < 0,05). Observou-se que apods o
armazenamento sob refrigeracdo, o numero de células diminuiu consideravelmente,
podendo-se concluir que o anticoagulante citrato de so6dio somente preserva
adequadamente a hemolinfa do camardo Litopenaeus vannamei para a CTH realizada
imediatamente apos a coleta.

Termos para indexagdo: hemolinfa, anticoagulante, camarao, refrigeragao.

Hemocytes total counting on Litopenaeus vannamei marine shrimps
conserved with sodium citrato

Summary- For a blood cell count it is necessary to use anti coagulants and in the
specific case of hemolinph in shrimp, there is still no standard solution for avoiding
coagulation of the haematocytes. The use of sufficient sodium citrate,which was
previously proven to be efficient inthe preservation of haematocytes of sea shrimp
Litopenaeus vannamei continues to be used as an anticoagulant. In 140 samples of
hemolinpha with sodium citrate (10%) in the ratio of 1:1, collected at 2 stages of
cultivation, one dry and one wet, were examined for CTH immediately after collection
and then again after a storage period in the refrigerator. All the data were analysed
useing model mathematics formulas (P < 0.05). It was observed that after storage in the
refrigerator the number of the cells diminished considerably. The conclusion was that
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the anticoagulant sodium citrate only adequately preserved the hemolinph of the shrimp
Litopenaeus vannamei for CTH when the count was done immediately after collection.

Key words : haemolynph, anticoagulant, shrimp.

INTRODUCAO

A hematologia vem se tornando para a aqiiicultura um precioso instrumento no
conhecimento das alteragdes fisiologicas que ocorrem nos organismos cultivados,
causadas, principalmente por fatores internos como sexo, estagio de maturacao gonodal,
idade, modo de vida e pelas alteragdes de fatores de dgua. No entanto, ainda sao
escassos artigos sobre o tema, o que dificulta maior discussdo a respeito. (RAZINE-
PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).

Em se tratando do camar@o marinho, esse ¢ considerado animal primitivo no que
concerne ao sistema imunoldgico. Todavia, apresentam mecanismos de defesa
eficientes e sdo capazes de resistir e eliminar uma variedade de patdégenos, preservando
desta forma a sua integridade, segundo Olafsen (1988).

As reagoes de defesa dos invertebrados estdao relacionadas a sua hemolinfa. Esta
¢ caracterizada por se constituir em um tecido fluido composto por uma fragdo celular,
os hemdcitos, e uma fracao liquida, o plasma. (PERAZZOLO, 1994).

Entende-se por anticoagulantes substancias utilizadas para prevenir a coagulacao
sanguinea bem como retardar a deteriora do sangue, podendo a escolha inapropriada
destes interferir nas investigagdes bioquimicas e¢ nas determinagdes quantitativas. O
citrato de sodio ¢ bastante utilizado em transfusdes e hemossedimentagdo, pois atua
combinando-se com o calcio, formando assim o citrato de calcio insolivel. Além disso,
o citrato de sodio ¢ bastante utilizado em diversas praticas nos camardes, mas sabe-se
que pode interferir em muitos testes bioquimicos de acordo com Ferreira Neto et al.
(1978).

De acordo com Bachére (2000), nos ultimos anos o desenvolvimento de
solucdes anticoagulantes especificas possibilitou avangos nos estudos dos hemocitos de
crustaceos. Perazzolo et al (2002) e Albores et al (2005) desenvolveram solucdes
anticoagulantes compostas por vdarias substancias, porém de dificil aplicacdo em
fazendas devido as condi¢des do seu preparo. Assim sendo, objetivou-se avaliar a

eficacia do anticoagulante citrato de sodio na preserva¢do dos hemocitos de camardes
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marinhos Litopenaeus vannamei cultivados, para a leitura imediata ¢ em associagdo

com a refrigeragao.

MATERIAL E METODOS

Foram capturados camardes da espécie Litopenaeus vannamei provenientes de
dois viveiros de terra (A e B) da Maricultura Santa Cruz, situada no municipio de
Goiana- PE. As coletas se deram semanalmente, durante dois ciclos de cultivo (periodo
seco e periodo chuvoso) onde se obteve um total de 140 camardes analisados.

Os camardes apos a captura foram transportados vivos ao laboratério situado na
propriedade, onde foram examinados clinicamente de acordo com o método de exame a
fresco preconizado por Morales-Covarrubias (2004). Em seguida ao exame a fresco,
coletou-se 0,ImL hemolinfa de cada animal, por meio de seringa estéril, contendo
0,ImL do anticoagulante citrato de sodio a 10%. A hemolinfa foi extraida por pungdo na
regido ventral do abdomen.

As contagens totais de hemocitos (células/mm? ) foram realizadas imediatamente
apds a coleta e depois de cinco horas apos a refrigeracdo, de forma semelhante a
utilizada para eritrécitos de mamiferos (SCHALM, 1974) em camara de Neubauer,
sendo contudo adaptado para hemolinfa diluida na proporcao de 1:1 através da seguinte
férmula:

N°hemocitos = 2x;/ 5 x 25 x 30.000

Em que: NH- Numero total de hemocitos (cel/ mm3); xi- Numero de hemocitos no i€simo
campo da camara de Neubauer; n- nimero de campos contados (5 campos); i- iésimo campo da

camara de Neubauer.

Para correlacionar os resultados da contagem total de hemocitos (CTH) nos
camardes amostrados em fun¢do do tratamento térmico (refrigerado e nao refrigerado),
do viveiro (A e B), dos ciclos de cultivo (1° e 2° ciclos), da higidez dos animais
amostrados (ENF), peso dos animais e tempo de cultivo (TC), utilizou-se o seguinte

modelo matematico:

CTH, = g, + pimc, + BV, + B,CL, + B,ENF, + 5.TC, + ¢,

Em que: CTH — contagem total de hemdcitos; Bo, Bi,...ps - pardmetros do modelo. mc —

Contagem de hemdcitos no momento da coleta; V — viveiro; CL — ciclo de cultivo; ENF —
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enfermidade, TC - tempo de cultivo dos camardes; € - erro associado a cada observagao; i — i-

ésima observacao.

Para estimar os parametros do referido modelo utilizou-se a técnica dos minimos
quadrados e para selecionar as varidveis significativas no modelo (P< 0,05) , processo
de Stepwise, de acordo com Mendes et al (2006). Todas as variaveis foram incluidas no
modelo sob a forma de variavel binaria (0 ou 1), com excecdo da variavel tempo de
cultivo ¢ peso. Associado ao processo Stepwise foi utilizado o transformador de Box e
Cox (BOX e COX, 1964), objetivando minimizar a varidncia experimental. Para realizar

os calculos utilizou-se o pacote Estatistico SysEapro versao 1,0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para as contagens totais de hemocitos utilizando-se o citrato de sdédio como
anticoagulante, destacando-se o periodo (chuvoso e seco), os dois viveiros amostrados
(A e B) e a interferéncia da refrigeracdo sob as contagens para machos e fémeas estao

apresentadas nas figuras 1 e 2 respectivamente:
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Figura 1. Relacdo entre a contagem total de hemocitos, peso dos camardes machos.

27



Observa-se na Figura 1 que as obtiveram maiores contagens nas amostras
processadas imediatamente apds as coletas, demonstrando que as amostras ndo devem
ser armazenas para posterior contagem. Podemos observar também que, além da
refrigeracdo a varidvel peso foi significativa no referido modelo.

Em se tratando das fémeas, observa-se na Figura 2, que também as maiores
contagens foram obtidas quando as amostras foram processadas imediatamente apoOs as
coletas. E diferentemente dos machos, a outra varidvel significativa em relacdo as

fémeas foi o tempo de cultivo.

12000 7 CTH= (1007,7835-2105,7242Reﬁ*+42,6309TC)2
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Figura 2. Relagdo entre a contagem total de hemdcitos, tempo de cultivo das femeas

De acordo com os valores preconizados pelo Centro de Servigos para a
Aqiiicultura (CSA, 2006), as médias dos valores obtidos sdo consideradas boas, quando
os hemocitos sdo contados imediatamente apods a coleta ficando entre 10-15 x 10°
hem/ml. As amostras processadas ap6s um periodo sob refrigeragdo apresentaram
contagens consideradas baixas ou muito baixas girando em torno de 5 x 10° cel/ml, o
que significa dizer que a refrigeracdo deve ser evitada quando se utilizar o citrato de
sodio como anticoagulante para a realizagdo de contagem de hemdcitos.

Em rela¢do ao tempo de cultivo, pode-se observar influéncia positiva sobre as

contagens, o que pode ser um indicativo de que animais mais jovens apresentam
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menores concentragdes celulares que animais mais velhos, de modo semelhante com
que ocorrem em mamiferos.

Esses resultados sdo discordantes dos encontrados por Owens e O’Neill (1997)
que ndo observaram diferenca entre a CTH em diferentes fases de vida ao trabalharem
com Penaeus monodon.

As alteragOes detectadas durante o exame a fresco nao interferiram
significativamente nas contagens (P > 0,05), assim como os viveiros onde estavam
sendo cultivados os camardes. Existe, contudo, uma dificuldade de se comparar
resultados de CTH com as demais pesquisas e revisdes da area, pois os métodos
adotados sao extremamente diferentes, como afirmado por Van de Braak et al (1996).

Ao se comparar as contagens encontradas nos machos com as das fémeas,
observa-se que os machos apresentaram cerca de 31% células circulantes a mais que as
fémeas , esse fato pode ter ocorrido devido aos machos serem maiores que as fémeas e
conseqiientemente refletir a capacidade maior dos machos de se protegerem contra
agentes patdgenos.

Barraco (2004) afirmou que a CTH pode aumentar ou diminuir seus valores
dependendo do tempo e tipo de estresse. Nas injurias e processos infecciosos
usualmente ocorre diminui¢do durante as primeiras horas, havendo em seguida um
aumento de seus valores possivelmente devido a liberagao de novas células a partir dos
orgaos hematopoiéticos.

De acordo com Perazollo (1994) ndo ha interferéncia do sexo sobre a contagem
total de hemocitos na espécie Penaeus paulensi, porém vale ressaltar que no referido
trabalho alem de ter sido utilizada uma espécie diferente fora utilizado pools das

amostras o que provavelmente tenha interferido no trabalho.

Conclusodes

1-O anticoagulante citrato de sédio (10%) mantém viavel a hemolinfa do camardo

marinho Litopenaeus vannamei para a contagem total de hemocitos.

2- A refrigeragdo de hemolinfa com o anticoagulante citrato de sodio a 10% ndo ¢

indicada para a contagem total de hemocitos, devido a ndo preservagdo das células.
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ARTIGO 11

Parte dos resultados obtidos no trabalho experimental dessa
dissertacdo sera apresentada no artigo intitulado “Contagem total de
hemdcitos associada com a presenca de vibrios na hemolinfa de
camardes Litopenaeus vannamei (Boone, 1931)” (manuscrito), que se

encontra doravante anexado.
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Resumo

A vibriose ¢ reconhecidamente uma das causas de prejuizos considerdveis a
carcinicultura. A doenca produz alteracdes visiveis no camardo, quando em estagio
avancado, mas podera ser detectado precocemente se estiver relacionada com a
contagem total de hemdcitos, podendo ser utilizado como ferramenta no monitoramento
da enfermidade nos peneideos. Objetivou-se verificar a relagdo entre a presenga de Vibrio
spp. e de lesdes fisicas no camardo marinho Litopenaeus vannamei com a contagem total de
hemocitos. Cento e cingiienta camardes cultivados em uma carciniculura do litoral de
Pernambuco foram submetidos ao exame a fresco, ao exame hematoldgico (contagem
total de hemocitos) e analise bacterioldgica, no periodo chuvoso e seco. Para as analises
dos dados os camardes foram distribuidos em quatro grupos: camardes com lesdo € com
bactéria (CLCB), com lesao ¢ sem bactéria (CLSB), sem lesdao e com bactéria (SLCB) e
sem lesao e sem bactéria (SLSB). Os resultados foram submetidos a analise de variancia

(ANOVA) e, quando significativos, ao teste de Tukey, para compara¢do entre as
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médias, adotando-se o nivel de significancia de 5%. Concluiu-se que a contagem total
de hemocitos ¢ bastante variavel e por isso, faz-se necessario uma amostragem maior
para melhor defini¢do. Constatou-se que a contagem ndo estd associada com a presenga
de Vibrio e com lesdes detectadas no exame a fresco, e, portanto, ndo ¢ uma boa
ferramenta para a constatacdo imediata de alteragdes na saide dos camardes marinhos

Litopenaeus vannamei.

Palavras-chave: camarao, vibrios, hemdcitos, contagem.

Abstract

Vibrosis is admitidely one of the causes of considerable loss in shrimp farming.
A total haemocyte count could be used as a tool for the control of the disease in the
penacidae. The objective is to verify the action of the presence of Vibrio spp. and the
physical lesions on the sea shrimp Litopenaeus vannamei against the total haemocyte
count. One hundred and fifty fresh cultivated shrimp of the species Litopenaeus
vannamei were examined for a total haematocyte count and and bacteriological analysis
during the rainy and dry period. The data for analysis were grouped into 4 groups: with
lesion and with bacteria (CLCB), with lesion and no bacteria (CLSB), without lesion
and with bacteria (SLCB), without lesion and without bacteria (SLSB). The results were
examined for analysis of variance (ANOV) and when significant the Tukey test was
used for the comparison between means with a 5% level of significance. It was
concluded the the total laemocyte count is very variable and thus a larger sample
number is necessary for a better definition. This study is not about research on Vibrio
ssp and the examination of a fresh sample and thus it is not a reason for any immediate
changes in the health of sea shrimp Litopenaeus vannamei.

Key-words: shrimp, vibrios, haemocytes, counting.
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Introducéo

A carcinicultura, que a partir dos anos 90, despontou no cenario nacional como
altamente rentavel e promissora, vem atualmente enfrentando grandes problemas no que
diz respeito a sanidade dos animais cultivados. A promessa de grandes lucros ocasionou
um crescimento desordenado da atividade por empresarios pouco especializados, o que
resultou numa grande exploracdo dos cultivos, com altas densidades e conseqiiente
elevado nivel de estresse dos animais (MENDES et al, 2005).

O estresse causa depressao do sistema imunoldgico dos camardes, gerando
animais débeis e frageis, susceptiveis a patdgenos presentes no ambiente. Segundo
Lightner (1983), as mais importantes doengas de etiologia infecciosa, que ocorrem em
peneideos cultivados, sdo ocasionadas por microrganismos classificados como
patdgenos oportunistas, tais como, bactérias, fungos, protozodarios e virus.

A rapida expansdo do cultivo de camardes peneideos estda sendo ameagada por
doengas provocadas por bactérias do género Vibrio, que afetam a sua sobrevivéncia e
crescimento. Estes microrganismos oportunistas fazem parte da microbiota normal dos
peneideos, provocando doengas quando condi¢cdes ambientais desfavoraveis se estabelecem
nos sistemas de cultivo (AGUIRRE-GUZMAN et al. 2001).

A vibriose, também conhecida como “sindrome da gaivota” foi causa de grandes
perdas para a industria de camardo no México, talvez por desconhecimento das técnicas de
diagnostico e do tratamento adequado. As espécies mais comuns associadas a essa doenga
sdo V. parahaemolyticus, V. wvulnificus, V. harveyi e V. alginolyticus. Podendo
ocasionalmente apresentar o V. damsela, V. fluvialis e V. spendidus (PEREIRA e SANTOS,
2003).

Um recurso de grande valia e largamente empregado sdo as analises a fresco,
que fundamenta-se na observagdo visual e in situ de exemplares vivos ou moribundos,
podendo, depois de se proceder ao sacrificio dos animais, ser realizado um estudo mais
detalhado, visando a indicacdo da presenga de alteracdes (GAMEZ, 2001).

Segundo Herzberg (1996), os exames a fresco de amostras ao microscéopio, das
branquias, apéndices orais, animais completos, como larvas e pds-larvas, hemolinfa,
fragmentos de alguns tecidos e 6rgaos, sao muito uteis para demonstragao de algumas
enfermidades bacterianas, micéticas e parasitarias.

Foi relatado por Barbieri Jr e Ostrensky Neto (2002) que as reacdes de resisténcia

aos patdogenos no camardo estdo baseadas no numero de hemocitos circulantes na
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hemolinfa, que desempenham diversas fungdes, destacando as respostas inflamatorias, de
defesa contra agentes externos, de coagulacdo e de oxigenagao do organismo.

A contagem de hemocitos circulantes pode ser uma ferramenta de monitoramento
da satde dos camardes devido a maioria das enfermidades infecciosas modificarem a
composi¢do da hemolinfa dos crustdceos (PERAZZOLO et al., 2002).

Diante do exposto, objetivou-se verificar a interferéncia da presenca de Vibrio spp. e
de lesdes fisicas do camardo marinho Litopenaeus vannamei na contagem total de

hemocitos.

Material e métodos

As amostras de hemolinfa foram coletadas de 150 camardes marinhos
(Litopenaeus vannamei) cultivados em uma carcinicultura do litoral pernambucano, em
dois periodos diferentes, sendo o primeiro em 2007 no periodo seco e o segundo em
2008, no periodo chuvoso. Utilizaram-se seringas estéreis de 1,0mL contendo citrato de
sodio a 10% como anticoagulante e aliquotas de 0,ImL de hemolinfa foram coletadas
através de puncdo da regido ventral do abdomen, entre o ultimo esternito cefalotoracico
e o primeiro abdominal, apds desinfec¢ao com algoddo embebido com alcool a 70° GL.
As contagens de hemocitos foram realizadas em camara de Neubauer, segundo método
adaptado de Jain (1993), onde o numero de células por ... (mmb) foi obtido através da

seguinte formula:

NH =X2X;/n x 25 x 30.000

Em que: NH - Namero total de hemocitos (cel/ mm®); X; - Numero de hemécitos no iésimo campo da
camara de Neubauer; n - nimero de campos contados (5 campos); i - iésimo campo da camara de

Neubauer.

Imediatamente ap6s a realizagdo das contagens, as amostras foram transportadas,
em temperatura ambiente, para o laboratério de Sanidade de Animais Aquaticos
(LASAq) da Universidade Federal Rural de Pernambuco, onde se procederam as
analises bacteriologicas, que constaram de pesquisa direta e indireta de Vibrio spp.

Para a pesquisa direta de Vibrio spp inoculou-se uma algada da amostra de
hemolinfa diretamente em Agar Tiossulfato Citrato Sais de Bile Sacarose (TCBS) e
incubou-se por 18 a 24 horas em estufa a 35 - 37° C. O surgimento de colonias

caracteristicas indicou positividade da amostra. Na leitura, as coldnias caracteristica
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foram repicadas em Agar Tripticase de Soja (TSA) com 2% de cloreto de s6dio (NaCl),
a partir da qual foram submetidas ao estudo do perfil bioquimico (motilidade, indol,
desenvolvimento a 0, 1, 3, 6, 8, 10% de NaCl, oxidase ¢ catalase), conforme a
orientagao do FDA (1998).

Em se tratando da pesquisa indireta de Vibrio spp. procedeu-se uma ctapa de
pré-enriquecimento em Caldo Tripticase de Soja (TSB) com 2% de NaCl, com
incubagao por 18-24 h a 35 - 37° C. Apds o pré-enriquecimento, realizou-se 0 mesmo
procedimento anteriormente citado para a realizagdo da pesquisa indireta de Vibrio spp.

Procedeu-se ao exame a fresco (macro e microscopico) em todos os animais
amostrados, conforme o método descrito por Morales-Covarrubias (2004).

Para a realiza¢do da andlise estatistica, os resultados foram divididos em quatro
grupos: o primeiro contendo animais com lesdo e com bactéria (CLCB), o segundo com
lesdo e sem bactéria (CLSB), o terceiro sem lesdo e com bactéria (SLCB) e o ultimo
com camardes sem lesdo e sem bactéria (SLSB). Os resultados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e, quando significativos, ao teste de Tukey, para

comparag¢ao entre as médias, adotando-se o nivel de significancia de 5%.

Resultados e discusséo

Ao se comparar as médias dos quatro grupos obtiveram-se os resultados
apresentados na Tabela 1, na qual se verifica que ndo existiu diferenca significativa
entre os grupos, ou seja, foi a presenca de vibrios e de lesdes ndo interferiram na
contagem de hemocitos. Também ndo foi verificada diferenca estatistica (P<0,05) entre
os métodos de pesquisa direta e indireta para detecgao de Vibrio spp., o que demonstra

que os dois métodos sdo confiaveis.

Tabela 1 — Quadro clinico dos camardes e respectivas contagens de hemocitos.

Quadro
clinico T
Meédia + desvio padréo
SLSB 15,8224+1,3714 a'
CLCB 15,9945+1,0538 a
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CLSB 16,3281+1,1178 a

SLCB 16,6818+0,5256 a

SLSB — Sem lesdo e sem bactéria; CLCB — Com lesdo e com bactéria; CLSB — Com lesdo e sem bactéria;
SLCB — Sem lesdo e com bactéria; CTH — Contagem total de hemdcitos (valores logaritmizados); 1 —
Letras iguais entre as contagens ndo diferem significativamente (P>0,05) os quadros clinicos pelo teste de

Tukey.

Por se tratar de dados em forma de contagem, foi utilizado transformador
logaritmico para normalizar os erros. Para verificar a homogeneidade das variancias
foi utilizado teste de Bartlet (ZAR, 1999) e aplicou-se andlise de variancia com designer
experimental inteiramente casualizado (MENDES et al., 2006).

Os numeros de hemocitos verificados encontram-se consonantes com 0S
relacionados pelo Centro de Servicos para a Aquacultura (CSA, 2006) sendo

classificadas como boas ou muito boas de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2 — Contagem total de hemocitos e contagem diferencial de hemocitos em

hemolinfa de camardes.

Contagem total de

(CTH)
<5 x 10° hem/Ml Muito baixo
5 x 10% hem/mL Baixo
10-15 x 10°
Regular
hem/mL
15-20 x 10°
Bom
hem/mL
>20 x 10° hem/mL Muito bom

Camardes com presenga de vibrio na hemolinfa ndo apresentaram alteragdes no
seu numero de células, ou seja, apesar de se ter constatado a presenca de bactérias na

hemolinfa, ndo foi detectado hemocitose ou hemocitopenia significativa. Nao foi
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observada variacdo das CTH provavelmente pelo fato desses animais se encontrarem
aparentemente saudaveis, tendo em vista que tanto a diminuigdo quanto o aumento do
nimero de células circulantes ja foram descritos em crusticeos quando esses foram
desafiados a diferentes tipos de estresse, como por exemplo: hipdxia, aclimatacdo em
cativeiro e tipo de dieta (LE MOULLAC ET AL, 1998; CHENG E CHEN, 2005;
SANCHEZ et al, 2001).

Contrariando o relatado por Ligtner (1996), de que apenas a presenca da bactéria
na hemolinfa possibilita a caracterizagdo de um diagndstico sugestivo de sepse, sO a
presenga de bactérias na hemolinfa ndo foi suficiente para determinar a doenga com
sinais clinicos visiveis nos animais do estudo.

Morales-Covarrubias et al. (2006) relataram que fatores exogenos, como
temperatura e salinidade, interagem com fatores internos no desenvolvimento de
enfermidades e imunidade dos animais, confirmando a idéia de que o ambiente de
cultivo pode ser responsavel ou ndo pelo desencadeamento da doenga, o que também foi
observado por Alves et al (2008), quando constatou a interferéncia na carga de Vibrio
spp.

Conforme citado por Perazzolo (1994), os hemdcitos sdo responsaveis pela
defesa do organismo e pelo reconhecimento do ndo proprio, sendo esperados maiores
contagens relacionadas a casos de sepse.

De acordo com Barraco (2004) a CTH pode aumentar ou diminuir seus valores
dependendo do tempo e tipo de estresse. Nas injurias e processos infecciosos
usualmente ocorre diminui¢do durante as primeiras horas, havendo em seguida um
aumento de seus valores, possivelmente devido a liberagdo de novas células a partir dos
orgaos hematopoiéticos, destacando com isso a necessidade de realizagdo periddica de
hemograma nos camardes cultivados.

E importante destacar a afirmagdo de Olafsen (1988), de que o liquido corporal
dos crustdceos marinhos se apresenta normalmente estéreis, apesar destes animais
comumente ocuparem ambientes ricos em parasitas e patdgenos potenciais,
confirmando assim a importancia da pesquisa de Vibrio spp. na hemolinfa de camardes
marinhos.

Nao houve diferenca significativa entre os achados hematoldgicos e clinicos,
entre o periodo seco e o chuvoso, resultado concordante com os encontrados por Silva
(2007), que nao verificou interferéncia da sazonalidade sobre a higidez de camardes

marinhos cultivados no estado de Pernambuco.
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Ainda ha muito que se pesquisar em relagdo aos parametros hematologicos dos
crustdceos de modo geral, pois segundo Barraco (2008), a comparacdo dos indices
hematoimunoldgicos dos crustidceos saudaveis e infectados, ndo apresenta muitas vezes

diferencas significativas, semelhante aos resultados obtidos com este trabalho.

Concluséo

A contagem total de hemocitos ¢ bastante variavel e por isso, faz-se necessario
uma amostragem maior para melhor defini¢do. No presente trabalho, constatou-se que
ndo esta associada com a pesquisa de Vibrio e ao exame a fresco, e portanto, ndo € uma
boa ferramenta para a constatagdo imediata de alteragdes na saude dos camardes

marinhos Litopenaeus vannamei.
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em/ /) em que o trabalho foi recebido para publicacao;

b) Nome(s) do(s) autor(es): por extenso apenas o primeiro nome € 0 sobrenome e
separados por virgula, e somente a primeira letra do nome e dos sobrenomes deve ser
maiuscula. Colocar referéncia de nota no final do sobrenome de cada autor para
fornecer, logo abaixo, endereco institucional, incluindo telefone, fax e e-mail. Os
autores pertencentes a uma mesma institui¢do devem ser referenciados por uma Unica
nota. A condi¢do de bolsista podera ser incluida. Nao deve ser colocado ponto ao final

de cada nota;

¢) Os artigos deverdo ser compostos por, no maximo, 6 (seis) autores;
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d) Resumo: no méximo com 15 linhas;
e) Palavras-chave: no minimo trés € no maximo cinco, ndo constantes no Titulo;

f) Titulo em inglés no maximo com 15 palavras, ressaltando-se que s6 a primeira letra

da primeira palavra deve ser maiuscula;

g) Abstract: no maximo com 15 linhas, devendo ser traducdo fiel do Resumo;

h) Key words: no minimo trés e no maximo cinco;

1) Introdugdo: destacar a relevancia do artigo, inclusive através de revisdo de literatura;
j) Material e Métodos;

k) Resultados e Discussao;

1) Conclusao devem ser escritas de forma sucinta, isto é, sem comentarios nem

explicacdes adicionais, baseando-se nos objetivos da pesquisa;
m) Agradecimentos (facultativo);

n) Literatura Citada. Quando o artigo for escrito em Inglés ou em Espanhol, o titulo,
resumo e palavras-chave deverdo também constar, respectivamente, em Portugués e em

Inglés, mas com a sequéncia alterada, vindo primeiro no idioma principal.
Edicéo do texto
a) Processador: Word for Windows;

b) Texto: fonte Times New Roman, tamanho 12. Nao deverd existir no texto palavras
em negrito;

¢) Espagcamento: duplo entre o titulo, nome(s) do(s) autor(es), resumo e abstract;
simples entre item e subitem; e no texto, espaco 1,5;

d) Paragrafo: 0,5 cm;

e) Pagina: Papel A4, orientacdo retrato, margens superior e inferior de 2,54 cm, e

esquerda e direita de 3,00 cm, no méaximo de 20 paginas ndo numeradas;

f) Todos os itens em letras maiusculas, em negrito e centralizados, exceto Resumo,
Abstract, Palavras-chave e Key words, que deverao ser alinhados a esquerda e apenas as
primeiras letras maitsculas. Os subitens deverdo ser alinhados a esquerda, em negrito e

somente a primeira letra maiuscula;
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g) As grandezas devem ser expressas no SI (Sistema Internacional) e a terminologia

cientifica deve seguir as convengdes internacionais de cada drea em questao;
h) Tabelas e Figuras (graficos, mapas, imagens, fotografias, desenhos);

- Titulos de tabelas e figuras deverdo ser escritos em portugués e inglés. O titulo em
portugués devera ser escrito em fonte Times New Roman, estilo normal e tamanho 9. O
titulo em inglés devera ser inserido logo abaixo com fonte Times New Roman, estilo

italico e tamanho 8§;

- As tabelas e figuras devem apresentar larguras de 9 ou 18 c¢cm, com texto em fonte
Times New Roman, tamanho 9, e ser inseridas logo abaixo do paragrafo onde foram
citadas pela primeira vez. Exemplo de citacdes no texto: Figura 1; Tabela 1. Tabelas e
figuras que possuem praticamente o mesmo titulo deverdo ser agrupadas em uma tabela
ou figura criando-se, no entanto, um indicador de diferenciagdo. A letra indicadora de
cada sub-figura numa figura agrupada deve ser maiuscula e com um ponto (exemplo:
A.), e posicionada ao lado esquerdo superior da figura e fora dela. As figuras agrupadas

devem ser citadas no texto da seguinte forma: Figura 1A; Figura 1B; Figura 1C.

- As tabelas ndo devem ter tracejado vertical e o minimo de tracejado horizontal.
Exemplo do titulo, o qual deve ficar acima: Tabela 1. Estagdes do INMET selecionadas
(sem ponto no final). Em tabelas que apresentam a comparacdo de médias, mediante
analise estatistica, devera existir um espago entre o valor numérico (média) e a letra. As

unidades deverao estar entre parétesis.

- As figuras ndo devem ter bordadura e suas curvas (no caso de graficos) deverdo ter
espessura de 0,5 pt, e ser diferenciadas através de marcadores de legenda diversos e
nunca através de cores distintas. Exemplo do titulo, o qual deve ficar abaixo: Figura 1.
Perda acumulada de solo em fun¢do do tempo de aplicagdo da chuva simulada (sem
ponto no final). Para ndo se tornar redundante, as figuras ndo devem ter dados
constantes em tabelas. Fotografias ou outros tipos de figuras, deverdo ser escaneadas
com 300 dpi e inseridas no texto. O(s) autor(es) devera(ao) primar pela qualidade de
resolu¢do das figuras, tendo em vista uma boa reproducdo grafica. As unidades nos

eixos das figuras devem estar entre parétesis, mas, sem separacao do titulo por virgula.

Exemplos de citagdes no texto

a) Quando a citagdo possuir apenas um autor: ... Freire (1997) ou .(Freire, 1997).
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b) Quando possuir dois autores: ... Freire & Nascimento (1997), ou ... (Freire &

Nascimento, 1997).
¢) Quando possuir mais de dois autores: Freire et al. (1997), ou (Freire et al., 1997).
Literatura citada

As referéncias citadas no texto deverdo ser dispostas em ordem alfabética pelo
sobrenome do primeiro autor e conter os nomes de todos os autores, separados por
ponto e virgula. As citagdes devem ser, preferencialmente, de publicacdes em
periodicos dos ultimos dez anos, as quais deverao ser apresentadas conforme os

exemplos a seguir:
a) Livros

Michereff, S.J.; Andrade, D.E.G.T. de; Menezes, M. Ecologia e manejo de patdégenos
radiculares em solos tropicais. 1.ed. Recife: Imprensa Universitaria da Universidade

Federal Rural de Pernambuco, 2005. 398p.
b) Capitulo de livros

Ribeiro, M.R.; Freire, F.J.; Montenegro, A.A. de A. Solos halomoérficos no Brasil:
ocorréncia, génese, classificagdo, uso e manejo sustentdvel. In: Alvares V., V.H.; Melo,
JJW.V. de (org.). Toépicos especiais em ciéncia do solo. Vigosa/MG: Sociedade

Brasileira de Ciéncia do Solo, 2003. v.3, p.165-208.
c¢) Revistas

Santana, D.F.Y.; Lira, M. de A.; Santos, M.V.F. dos; Dubeux Junior, J.C.B.; Silva, M.
da C. da; Santos, V.F. dos; Fernandes, A. de P. Métodos de recuperagao de pastagens de

Brachiaria decubens Stapf no agreste pernambucano. Revista Brasileira de Zootecnia,

Vicosa, v.35, n.3, p.699-705, 2006.

d) Citagdes no prelo (aceitas para publicagdo) devem ser evitadas e so referenciadas

quando forem imprescindiveis a elaboracao 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 nddulo e medigdes convencionais da

nodulagdo. Acta Scientiarum, Maringé, 2007. No prelo.

e) Dissertacoes e teses
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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, Vitéria. Resumos ... Vitoria: SBOC, 2005. p. 130.

No caso de disquetes ou CD Rom, o titulo da publicagdo continuard sendo Anais,
Resumos ou Proceedings, mas o nimero de paginas serdo substituidas pelas palavras
Disquetes ou CD Rom.
g) 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 comunicacdo pessoal deverdo ser referenciadas como notas de rodapé,

quando forem imprescindiveis a elaboragdo dos artigos.
Outras informacgdes sobre a normatizagdo de artigos

1) Os titulos das bibliografias listadas devem ter apenas a primeira letra da primeira
palavra maiuscula, com excecdo de nomes proprios. O titulo de eventos deverdo ter

apenas a primeira letra de cada palavra maiuscula;

2) O nome de cada autor deve ser por extenso apenas o primeiro nome ¢ o ultimo

sobrenome, sendo apenas a primeira letra maiuscula;

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 nimeros deve ser indicada por ponto em vez de

virgula;

5) A Introdugdo deve ter, preferencialmente, no maximo 2 paginas. Nao devem existir

na Introducgdo equagdes, tabelas, figuras, e texto tedrico sobre um determinado assunto;

6) Evitar paragrafos muito longos;

50


http://www.ccs.neu.edu/home/lpb/mud-history-html. 10 Nov. 1997
http://www.ccs.neu.edu/home/lpb/mud-history-html. 10 Nov. 1997

7) Nao devera existir italico 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 equacdes, figuras e tabelas, exceto no titulo

do artigo e nos seus itens e subitens;

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 maiudsculas; ja 0 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; l/s =
L s-1; 27?C = 27 oC; 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 % ¢ unidade que deve estar junta ao nimero
(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 defini¢ao dos parametros e varidveis de uma equagdo, devera existir um trago
separando o simbolo de sua defini¢do. A numeragdo de uma equagao dever estar entre
parétesis 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 cita¢des bibliograficas, sendo a
maioria em revistas/periodicos recentes (?0s 5 anos). Seguir rigorosamente 0s
exemplos, apresentados nestas normas, dos formatos das citagdes bibliograficas no texto

e da listagem.

15) Quando o artigo for submetido ndo sera mais permitida mudanga de nome dos
autores, seqiiéncia de autores e quaisquer outras alteracdes que no sejam por solicitado

do editor.
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Itens de Verificacdo para Submisséo

Como parte do processo de submissdo, os autores sdo obrigados a verificar a
conformidade da submissdo em relagao a todos os itens listados a seguir. As submissoes

que nao estiverem de acordo com as normas serdo devolvidas aos autores.

Politica de Privacidade

Os nomes e enderecos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para os
servicos prestados por esta publicacdo, ndo sendo disponibilizados para outras

finalidades ou a terceiros.
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