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RESUMO

O conhecimento dos valores normais das células sanguineas ¢ uma das mais valiosas
técnicas de laboratério clinico, que permite a identificacdo de anormalidades morfolégicas
e sistémicas, ndo aparentes, no organismo. Em mamiferos estes valores sao amplamente
conhecidos, porém em camardes, ainda ha muito que se desvendar a respeito da hemolinfa.
Muitos estudos tém sido realizados visando determinar os diferentes tipos celulares e suas
respectivas fungdes. Todavia, informacdes importantes como os valores normais da
contagem total dos hemdcitos (CTH) em diferentes fases do desenvolvimento para a
espécie Litopenaeus vannamei e a existéncia de variacdes no comportamento dos
hemdcitos de individuos machos e fémeas, bem como sua relacdo com alteracdes anatomo-
histopatolédgicas, ainda sdo desconhecidas. Diante do exposto, objetivou-se verificar o
comportamento dos hemocitos nas diferentes fases de desenvolvimento de camardes L.
vannamei cultivados, a existéncia de variacdo quantitativa entre sexos, a eficicia do citrato
de s6dio e do dcido etilenodiaminotetracético de s6dio (EDTA) como anticoagulantes, além
de sua relacdo com alteracOes detectadas aos exames a fresco e histopatolégico.
Semanalmente, coletaram-se 20 amostras de hemolinfa, sendo dez (cinco machos e cinco
fémeas) utilizando o anticoagulante citrato de sédio e dez utilizando o anticoagulante
EDTA. As coletas foram realizadas em dois viveiros (A e B), nos periodos de inverno e
verdo numa carcinicultura comercial localizada em Goiana estado de Pernambuco. De cada
camardo foi coletado 0,ImL de hemolinfa na proporcao de 1:1 (anticoagulante com
concentracdo de 10%:hemolinfa) para as andlises de patologia clinica. As contagens de
hemécitos/mm’ foram realizadas imediatamente ap6s a coleta e apés intervalo de cinco
horas. Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando-se modelos lineares
multiplos (P<0,05). Todos os animais amostrados apresentaram-se higidos, ndo havendo
interferéncia significativa das alteracdes detectadas aos exames a fresco e histopatolégico
sobre a CTH. Os camardes machos apresentaram maiores CTH do que as fémeas, assim
como a idade dos animais interferiu na CTH, obtendo-se maiores contagens em animais
mais velhos. Em relagdo a sazonalidade, os animais cultivados no inverno apresentaram
maiores contagens que os cultivados no verdo. Tanto o citrato de sédio quanto o EDTA
preservaram adequadamente as amostras destinadas CTH imediatamente apds a coleta.
Conclui-se que o sexo, a idade e a sazonalidade interferem diretamente sobre a CTH e que
o citrato de sédio a 10% e o EDTA a 10% sdo indicados para a CTH imediatamente apds a
coleta.

Palavras-chave: Litopenaeus vannamei, camario, sanidade, hemolinfa.



ABSTRACTS

The blood cells normal values knowledge is one of the most valuable clinical labs
technique which allows the systemic and morphologic anomaly, when identification is not
cleary shown in the organism, identification. At the mammals medicine these values are
great known, but on the shrimp culture there still be too much to clear up about
haemolynph. Several studies have been realized aiming determines the different kinds of
cells and their respective functions. However, the important information like the normal
values of the hemocytes total counting (HTC) in different development phases to the
Litopenaeus vannamei species and the existence of hemocytes behavior variations on males
and females, as well as its relation to anatomo-histopatologic alterations, still being
unknown. In face of the exposed, it was aimed to verify the hemocytes behavior on the
different cultivated L. vannamei shrimp development phases, the sexual quantitative
variation existence, the sodium citrate and Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
efficacy as anticoagulant, beyond its relation to the detected alterations at the fresh and
histopathology exams. 20 samples of haemolynph were collected weekly, being ten (five
males and five females) using the sodium citrate anticoagulant and ten using the EDTA
anticoagulant. The collects were realized in two aquariums (A and B), on summer and
winter times at a commercial shrimp culture located in Goiana/Pernambuco estate. 0,ImL
of haemolynph on a proportion of 1:1 (anticoagulant with 10% concentration:haemolynph)
were collected from each shrimp to clinical pathology analyses. The hemocyties/mm3
counting was realized immediately after the collect and after a five hours interval. The
results were statistically analyzed using multiple linear moulds (P<0,05). The entire sample
animals showed themselves healthy doesn’t presenting significant interference of the
detected alterations on the fresh and histopathology exams over the HTC. The male shrimps
presented bigger HTC than the females, thus the animals age interfered at the HTC, getting
bigger counting on elder animals. In relation to the seasonality, the winter cultivated
animals presented bigger counting than the summer cultivated. Both the sodium citrate and
the ETDA preserved correctly the samples designated to HTC immediately after the collect.
It was concluded that the sex, the age and the seasonality interfere directly over the HTC
and the sodium citrate at 10% and the EDTA at 10% are indicated to the HTC immediately
after the collect.

Key words: Litopenaeus vannamei, shrimp, health, haemolynph.
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1. INTRODUCAO

O conhecimento dos valores normais das células sanguineas ¢ uma das mais
valiosas técnicas de laboratério clinico, que permite a identificacdo de anormalidades
morfoldgicas e sist€émicas, ndo aparente, no organismo. Na medicina veterindria, esses
valores sdo amplamente conhecidos para mamiferos, nao ocorrendo 0 mesmo para peixes e
crusticeos.

Os crustdceos pertencem a um grupo zooldgico com mais de 40.000 espécies, sendo
a maioria aqudtica. Este grupo inclui camardes, lagostas, lagostins, caranguejos e siris,
todos bastantes apreciados para o consumo humano, conforme relatos de Ranzine-Paiva e
Silva-Sousa (2004). Neste contexto, a criacdo de camardes em cativeiro, carcinicultura,
despontou como uma atividade bastante atrativa, que enfrenta, nos dltimos anos, problemas
severos com enfermidades de etiologias diversas.

A hemolinfa dos crusticeos € constituida por uma fra¢do celular, os hemdcitos, e
uma fracdo humoral, o plasma. De acordo com Soderhill e Smith (1983), os crusticeos
decdpodes possuem grandes populacdes de hemdcitos circulantes, os quais t€ém fun¢do de
metabolismo de carboidratos, transporte e armazenamento de lipoproteinas e aminoécidos,
reparo de lesdes e injdrias, coagulacdo e defesa contra invasdo de microrganismos e
parasitos.

Apesar de ndo haver uma classificacdo uniforme e universalmente aceita, trés tipos
de hemdcitos sdo descritos em crustaceos: hemdcitos hialinos (HH), hemdcitos semi-
granulares ou com granulos pequenos (HGP) e hemdcitos granulares ou com granulos
grandes (BAUCHAU, 1981). Barracco (2004) ressaltou que a falta de uniformidade na
identificagdo dos hemdcitos deriva principalmente do fato destas células serem bastante
ldbeis e reativas, alterando rapidamente suas caracteristicas morfofisiologicas in vitro, o
que torna seu estudo ainda mais dificil do que o dos leucdcitos dos vertebrados.

Nos camardes, ainda ha muito que se desvendar a respeito da hemolinfa. Muitos
estudos tém sido realizados visando determinar os diferentes tipos celulares e suas
respectivas funcdes. Entretanto, informac¢des importantes como os valores normais da
contagem total de hemdcitos (CTH) em diferentes fases do desenvolvimento para a espécie

Litopenaeus vannamei e a existéncia de variacdes no comportamento dos hemocitos de
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individuos machos e fémeas, bem como sua relacdo com alteragdes histopatoldgicas, ainda
sdo desconhecidas.

A identificacdo dos valores normais para CTH em camardo marinho Litopenaeus
vannamei, juntamente com os achados histopatologicos e resultados bacteriol6gicos
correlacionados a sazonalidade, auxiliardo no diagndstico precoce de alteracdes sistémicas
dos camardes, assim como, possibilitardio maior monitoramento e controle da higidez dos
animais em cultivo. Desta forma, a biosseguranca nos cultivos terd uma nova e segura
ferramenta contra as doengas infecto-contagiosas que, atualmente, preocupam e ameagam o

crescimento da atividade.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Estabelecer a contagem total de hemdcitos como ferramenta de avaliacdo da higidez

do camardo marinho Litopenaeus vannamei cultivado.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar a contagem total de hemdcitos (CTH) de camardes Lifopenaeus

vannamei em diferentes fases do cultivo;

e Identificar a influéncia do sexo, peso, idade e sazonalidade na contagem total de

hemdcitos em camardes Litopenaeus vannamei;

e Avaliar a eficicia dos anticoagulantes citrato de sédio a 10% e do dacido

etilenodiaminotetracético de sédio (EDTA) a 10% nas anélises hematoldgicas;

e (Correlacionar os dados hematol6gicos com os achados histopatoldgicos;
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3. REVISAO DE LITERATURA

A aqiiicultura destaca-se no cendrio mundial como uma atividade produtora de
alimento de alto valor nutritivo e em grande escala, contribuindo, desta forma, para o
crescimento do agronegdcio e diminui¢do do déficit na producdo de alimentos do mundo.

Dentre as atividades da aqiiicultura, destaca-se a carcinicultura, que a partir dos anos
90 despontou no cendrio nacional como uma atividade altamente rentdvel e promissora. A
promessa de grandes lucros ocasionou um crescimento desordenado da atividade por
empresdrios pouco especializados no assunto. Este fato resultou na super exploracdo dos
cultivos, com altas densidades e grande nivel de estresse dos animais (MENDES et al.,
2005), com conseqiientes problemas sanitérios.

Segundo Brock (1986), o confinamento de animais e a necessidade da utilizacio de
altas densidades de estocagem ocasionam o estabelecimento de vdrias doencas de etiologia
infecciosa e ndo-infecciosa devido ao elevado nivel de estresse dos animais. De acordo com
o autor, os agentes estressantes podem ser de ordem fisica, quimica ou bioldgica
(infeccioso ou nutricional) e o contato com estes agentes culmina na redu¢do da resisténcia
dos animais e no aumento da ocorréncia e severidade de inimeras enfermidades.

O estresse causa depressao no sistema imunolégico dos camardes, gerando animais
débeis e frigeis, susceptiveis a agentes patdgenos presentes no ambiente. Figueiredo et al.
(2008) destacaram que a menor capacidade dos animais estressados responderem aos
desafios do ambiente, estd associada a mudangas em seu perfil hormonal, caracterizado
principalmente pelo aumento dos niveis de glicose, catecolaminas (estresse agudo) e
cortisol (estresse cronico), o que leva a susceptibilidade as infec¢des. Segundo Lightner
(1983), as mais importantes doengas de etiologia infecciosa que ocorrem em peneideos
cultivados sdo ocasionadas por microrganismos classificados como patégenos oportunistas,
tais como, bactérias, fungos, protozodrios e virus.

Os invertebrados sdo considerados animais primitivos no que concerne ao sistema
imunolégico. 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). Maldonado et al. (2004) destacaram que a primeira linha de defesa

dos crusticeos € a cuticula, a qual consiste numa barreira fisica e biologicamente ativa,
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estando associada a atividade microbicida. De acordo com estes autores, o reconhecimento
do nao-préprio estimula a reposta de defesa, sendo um mecanismo de defesa inato.

Classicamente, o sistema imune € dividido em inato (ou inespecifico) e adaptativo
(ou especifico), os quais atuam de maneira conjunta para destruir os agentes invasores e
controlar a disseminag@o dos mesmos pelo organismo. A resposta inata, em geral, precede a
resposta imune adaptativa. Destaca-se que o sistema imune dos camardes ndo tem
capacidade de montar uma resposta imune especifica contra patégenos, ndo detendo a
capacidade de produzir anticorpos e por isso, esses animais desenvolveram outros
mecanismos para detectar e responder as infec¢des bacterianas e virais (FIGUEIREDO et
al., 2008).

As reagdes de defesa dos invertebrados, incluindo o camardo, estdo relacionadas a
sua hemolinfa. Esta é caracterizada por se constituir em um tecido fluido de coloragdo azul-
esverdeada (MALDONADO et al., 2004), composto por uma fragdo celular, os hemdcitos,
e uma fracdo liquida, o plasma (PERAZZOLO, 1994). A fisiologia de camardes peneideos,
assim como a hematologia destes crustdceos, ainda apresenta lacunas que precisam ser
desvendadas. Estudos relacionados ao comportamento dos hemdcitos durante a fase de
ecdise ainda sdo escassos, podendo-se citar os de Moullac et al. (1997) com Penaeus
stylirostris, Tsing et al. (1989) com Penaeus japonicus e Hose et al. (1992) com Sicyonia
ingentis.

Em relacdo a interferéncia da ecdise sobre a dindmica da hemolinfa, Pathak (1985)
descreveu o comportamento dos hemdcitos de insetos durante a fase de muda, em que ha
uma diminui¢do repentina do volume sanguineo apds a ecdise, possibilitando a adesdo de
um grande numero de hemdcitos aos tecidos. Provavelmente, o retorno dos hemdcitos para
a circulacdo ocorra quando o volume sanguineo retorna ao normal depois da alimentagdo
que, usualmente, tem durac¢do de um estadio.

Moullac et al. (1997) observaram, nos diferentes estdgios da ecdise (pré-muda,
inter-muda e pdés-muda), o comportamento dos hemdcitos de Penaeus stilyrostris e
detectaram variacOes significativas na contagem total de hemécitos (CTH) entre as fases da
pré-muda e inter-muda, sendo as menores contagens obtidas na inter-muda. Todavia, os
autores salientaram que em relagdo a contagem diferencial, as maiores contagens para 0s

HGG foram obtidas na inter-muda.
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Crossley (1968) relatou que o numero de hemdcitos circulantes em hemolinfa de
insetos ¢é resultado do balanco dindmico entre quatro fatores: (a) mitoses dos hemdcitos na
circulagdo, (b) morte ou fragmentacdo dos hemdcitos da circulacdo, (c) liberagdo ou
retencdo de hemdcitos nos reservatérios hemociticos e (d) liberacdo de hemdcitos pelos
tecidos hematopoiéticos. E importante destacar que ndo hd relatos na literatura especifica
com énfase para crustdceos aquaticos.

Dentre as funcdes dos hemdcitos estdo a resposta inflamatéria, de defesa contra
agentes externos e de coagulacdo (BARBIERI e OSTRENSKY, 2002). Em relacdo a
oxigenag¢do, a hemocianina é a proteina respiratéria responsivel pelo transporte de
oxigénio, constituindo 60-95% da proteina total do plasma (MALDONADO et al., 2004).
S@o conhecidas pelo menos quatro tipos de reacdes celulares de defesa: fagocitose,
formacao de nédulos, encapsulamento e cicatrizagdo de ferimentos. Destaca-se que varios
autores (ABBAS et al., 1991; ROCH, 1999 e MALDONADO et al., 2004) descreveram
semelhangas morfoldgicas e funcionais dos hemdcitos com os glébulos brancos dos
vertebrados.

De acordo com Barracco (2004), a fagocitose constitui-se no englobamento do
antigeno com conseqiiente interiorizacdo e destruicdo pelos hemdcitos através de vdrios
mecanismos degradativos e microbicidas. Ainda existem controvérsias sobre qual ou quais
os tipos de hemdcitos envolvidos diretamente no processo fagocitico. Soderhill et al.
(1986) e Muiioz et al. (2002) defenderam a participagdo dos hemdcitos hialinos, entretanto
Hose et al. (1990) e Gargione e Barracco (1998) atribuiram esta fun¢do aos granuldcitos.

A formacdo de nédulos, segundo Millar e Ratcliffe (1994), desencadeia-se quando
a cavidade corpdrea do crusticeo (hemocele) é invadida por uma grande quantidade de
microrganismos. Estes s@o aprisionados por vdrias camadas de hemdcitos com a finalidade
de impedir sua disseminacdo dentro da cavidade corpodrea, podendo-se observar dentro dos
nédulos dreas de necrose e sinais de fagocitose celular. As cdpsulas hemociticas se
assemelham aos nddulos e sdo formadas quando o organismo invasor (helmintos, parasitos,
hifas de fungos ou protozodrios) € de tamanho grande, sendo necessdria migracdo dos
hemdcitos para a drea parasitada. Varias camadas de hemdcitos imobilizam e segregam o

organismo invasor dos tecidos do hospedeiro (MILLAR e RATCLIFFE, 1994).
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De acordo com Perazzolo (1994), é extremamente confusa a terminologia utilizada
para a identificacdo e classificacdo dos hemdcitos de decdpodes, por dificilmente ser
possivel estabelecer comparagdes entre as diferentes espécies. Por isso, tende-se a
classificar os hemdcitos dos crusticeos com base em aspectos morfofisioldgicos. Ressalta-
se que a maioria dos autores ndo leva, muitas vezes, em consideracdo que estes tipos
celulares t€ém uma estrutura morfoldgica dindmica conforme a fase de desenvolvimento e
de atividade fisiolégica. Van de Braak et al. (1996) destacaram ainda que as diferentes
metodologias empregadas pelos pesquisadores dificultam maior discussdo sobre este tema.

A classificagdo mais atualizada dos hemdcitos circulantes dos decdpodes foi
realizada por Hose et al. (1990), que propuseram trés tipos bdsicos (Figura 1): hemdcitos
hialinos (HH), hemdcitos com granulos pequenos (HGP) e hemdcitos com granulos
grandes (HGG). Dentre estes tipos celulares, os autores destacaram que os HH,
normalmente apresentam grande variabilidade morfoldgica e podem ser diferenciados dos
demais devido ao pequeno tamanho, a forma ovalada, a grande relacdo nucleo-
citoplasmatica e ao citoplasma tipicamente eletron-denso. Hose et al. (1990), Hose e
Martins (1989) e Omori et al. (1989) destacaram que os HH pertencem a uma linhagem
celular distinta dos hemdcitos granulares, estando essencialmente relacionados aos
mecanismos de coagulacdo, entretanto, Van de Braak et al. (2002) citaram que a efetiva
ocorréncia de uma ou mais linhagens de hemdcitos em crusticeos € ainda controvertida.

Quanto a diferenciagdo dos granulécitos, Bauchau (1981) classificou os HGP ou
semi-granulares como células sob forma ovalada a fusiforme, contendo grande quantidade
de granulos pequenos e os HGG ou granulares, sob forma ovalada com granulos grandes e
eletrondensos no interior do citoplasma, altamente refringentes ao microscopio de contraste
de fase. Soderhill e Cerenius (1992) e Gargioni e Barracco (1998) relataram que os HGP
sdo células imaturas capazes de amadurecer e se transformarem em HGG na hemolinfa e,
de acordo com Johansson e Sodehill (1989), Gargione e Barracco (1998) e Destoumieux et
al. (2000), estariam envolvidos principalmente na fagocitose de microrganismos, na
formacao de nédulos e cdpsulas e na producdo de moléculas toxicas e microbicidas capazes
destruirem patégenos invasores.

A exemplo dos vertebrados, os invertebrados possuem o sistema imune dividido em

reagOes celulares e humorais (ABBAS et al., 1991). As lectinas, os fatores anti-bacterianos
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(lisozimas) e o sistema pro-fenoloxidase constituem a resposta humoral dos camardes

(PERAZZOLO, 1994).

HGG

HGP

e %
*

d

Figura 1: Hemdcito hialino (HH), hemdcito com granulos grandes
(HGG) e hemdcitos com granulos pequenos (HGP) de
camardes Litopenaeus vannamei (objetiva de 100).

Olafsen (1988) relatou que as lecitinas sdo proteinas e/ou glicoproteinas que
reconhecem estruturas da superficie de diferentes patdégenos, ligando-se aos carboidratos.
Muitas lecitinas causam aglutinacdo de diferentes tipos celulares, podendo representar um
sistema imune primitivo de reconhecimento do ndo-préprio, de acordo com Sdderhall e
Cerenius (1992).

Em relacdo aos fatores anti-bacterianos da hemolinfa, Chaswick e Dunphy (1986)
citaram que o plasma dos invertebrados apresenta, em geral, leve atividade antimicrobiana,
decorrente fundamentalmente das lisozimas. Todavia, Hoffman e Hoffman (1990)
observaram o aparecimento de outras proteinas induziveis, além das lisozimas, em algumas
espécies de artrépodes. Segundo Perazzolo (1994), os peptideos antibacterianos sao
comprovadamente induziveis em insetos, fato que despertou o interesse de pesquisas na

area da imunologia em crustdceos cultivados.
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O sistema pro-fenoloxidase consiste numa seqii€éncia de reacdes enzimdticas em
cascata iniciada, por exemplo, por polissacarideos da parede microbiana. Estes
polissacarideos induzem a atividade de uma ou mais serino-proteases intracelulares, que
clivam a pré-enzima inativada, pré-fenoloxidase (proPO), para a sua forma ativa (PO),
culminando na producdo do pigmento melanina. Freqiientemente, € possivel visualizar
reacOes de melanizacdo nas respostas de defesa contra invasdo de parasitas que penetram na
hemocele de insetos e crustaceos (PERAZZOLO, 1994).

A contagem de hemdcitos circulantes pode ser uma ferramenta de monitoramento
da saude dos camardes devido a maioria das enfermidades infecciosas modificarem a
composicdo da hemolinfa dos crusticeos (PERAZZOLO et al., 2002). Bachére (2000)
destacou que o desenvolvimento de solucdes anticoagulantes especificas nos ultimos anos
possibilitou avangos nos estudos dos hemdcitos. Todavia, a maioria dos autores
(PERAZZOLO, 1994; PERAZZOLO et al., 2002; ALBORES et al., 2005) utilizaram
solucdes anticoagulantes compostas por vdrias substancias, de dificil preparo e aplicacdo
em fazendas.

Os anticoagulantes sdo substancias usadas para prevenir a coagulacdo e retardar a
deteriora do sangue, podendo a escolha inapropriada destes interferir nas investigacdes
bioquimicas e nas determinacdes quantitativas. Alguns anticoagulantes se prestam melhor a
hematologia pelas suas propriedades conservadoras da morfologia celular e dos
componentes do plasma, especialmente os fatores da coagulagdo. O dcido
etilenodiaminotetracético (EDTA) € o anticoagulante de eleicdo para as andlises
hematolégicas em humanos por ser um excelente preservador, impedindo a coagula¢io ao
formar quelatos com o cdlcio (FERREIRA NETO et al., 1978). Outro anticoagulante
bastante utilizado em transfusdes e hemossedimentacdo € o citrato de sédio, que atua
combinando-se com o cdlcio para formar citrato de cdlcio insolivel. O citrato de sddio é
bastante utilizado nas carciniculturas, todavia previne a coagulacdo por poucas horas e
interfere em muitos testes quimicos de acordo com Ferreira Neto et al. (1978).

Henning et al. (1999) avaliaram a contagem total de hemdcitos (CTH) na hemolinfa
de camarao Litopenaeus vannamei cultivados em diferentes salinidades no estado do Ceara
e concluiram que a salinidade da dgua de cultivo influenciou diretamente na CTH,

sugerindo o uso desta ferramenta para a avaliagdo do grau de estresse dos camardes
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cultivados e, possivelmente, na selecdo de reprodutores, considerando os animais com
maiores contagens mais resistentes.

O Centro de Servigos para a Aquacultura (CSA, 2006) destacou a importancia da
hemolinfa como um indicador da saide geral dos animais, por possibilitar a deteccao
precoce de problemas patolégicos. Valores obtidos na contagem total de hemdcitos (CTH)
e contagem diferencial de hemdcitos (CDH) considerados ideais para camardes sadios, bem
como valores de animais com suspeita de alteragdes patoldgicas, propostos pelo CSA, estio

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Contagem total de hemdcitos e contagem diferencial de hemdécitos em hemolinfa

de camaroes.

Contagem total de Contagem diferencial
hemécitos Conceito de hemécitos Conceito
(CTH) (CDH)

<5 x 10° hem/mL Muito baixo <10% de HH Baixo

5 x 10° hem/mL Baixo >10% HH Regular
10-15 x 10° hem/mL Regular >20% HH Bom
15-20 x 10° hem/mL Bom >35% HH Muito bom
>20 x 10° hem/mL Muito bom >20% de deformidades ~ Problema com os animais

* HH — Hemdcitos hialinos Adaptado de CSA (2006)

Ainda hd muito que se pesquisar 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 CTH
em diferentes fases do desenvolvimento para a espécie Litopenaeus vannamei e a existéncia
de variacdes no comportamento dos hemdcitos de individuos machos e fémeas, ainda sdo

desconhecidas.
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5. ARTIGO I

Parte dos resultados obtidos durante o trabalho experimental dessa tese serd
apresentada no artigo intitulado “CONTAGEM TOTAL DE HEMOCITOS DE
CAMAROES MARINHOS Litopenaeus vannamei CONSERVADOS COM
ACIDO ETILENODIAMINOTETRACETICO DE SODIO” (manuscrito), que se

encontra doravante anexado.
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Resumo

A utilizacdo de anticoagulantes para processamento de contagens de células
sanguineas, incluindo-se a hemolinfa de camardes, € indispensdvel frente a ripida
coagulacdo dos hemdcitos. Dentre as substancias que tem atuagdo anticoagulante,
destaca-se o 4cido etilenodiaminotetracético de sédio (EDTA), cuja eficicia na
preservacdo dos hemdcitos de camardes marinhos, Lifopenaeus vannamei, cultivados,
bem como o periodo de viabilidade das amostras preservadas para a contagem global
(CTH) foram avaliados. Em 140 amostras de hemolinfa com EDTA a 10%, na
proporcao de 50% (1:1), coletadas em dois ciclos de cultivo, no periodo de estio (verdo)
e no chuvoso (inverno), realizaram-se CTH imediatamente e cinco horas apds a coleta.
Para todas as informacdes obtidas e andlises realizadas foram utilizadas as técnicas de
modelagem matematicas (P < 0,05). Observou-se grande decréscimo no numero de
hemocitos nas contagens realizadas apds cinco horas da coleta, assim como

interferéncia direta da sazonalidade sobre as contagens. Conclui-se o anticoagulante

! Trabalho extraido de tese.
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acido etilenodiaminotetracético de sédio (EDTA) na concentracdo de 10% viabiliza a
hemolinfa do camardo marinho Litopenaeus vannamei para a contagem total de
hemdcitos e a avaliagdo citomorfoldgica logo apds a coleta.

Palavras-chave: Hemdcitos, hemolinfa, anticoagulante.

Abstract

The use of anticoagulants to the blood cells counting process, including the shrimp
haemolynph, is indispensable face to the quick hemocytes coagulation. Among the
substances that acts as anticoagulants, the sodium ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) is highlighted, which efficacy on marine shrimps hemocytes preservation,
Litopenaeus vannamei, cultivated, as well as the preserved samples viability period to
the global counting (HTC) were evaluated. On 140 haemolynph samples with EDTA at
10%, at the proportion of 50% (1:1), collected in two cultivate cycles, at the dry and
rainy periods, HTC was realized immediately and five hours after the collect. For all the
obtained information and realized analysis were used the mathematic mould techniques
(P<0, 05). A great decrease was noticed at the realized counting after five hours from
collect, such as the direct seasonality interference on the counting. It was concluded that
the EDTA anticoagulant at 10% makes possible the Litopenaeus vannamei shrimp
haemolynph on a proper way to the hemocytes total counting and the citomorphologyc
evaluation as soon after the collect.

Key-Words: Haemocytes, haemolynph, anticoagulant.

INTRODUCAO
Hematologia € o estudo do sangue ou a soma dos conhecimentos sobre sangue e,
grande parte das informacgdes, consiste em medidas de valores e pardmetros em

condi¢des organicas normais e anormais. A aplicacdo da hematologia em pesquisa
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animal € bem aceita e considerada como procedimento de rotina em métodos de
diagnostico (Ranzine-Paiva & Silva-Sousa, 2004). Contudo, em aqiiicultura ainda sao
poucos os trabalhos relacionados a esta drea.

O tecido sanguineo dos artropodes € denominado hemolinfa, o qual é responsédvel
pela nutricdo, oxigenacdo e defesa dos invertebrados, dentre os quais se destacam os
crustdceos. Os hemdcitos constituem sua fracdo celular e o plasma a fracdo humoral.
De acordo com Perazzolo et al. (2002), a contagem de hemdcitos circulantes € uma
ferramenta de monitoramento da saude devido a maioria das enfermidades infecciosas
modificarem a composi¢cdo da hemolinfa dos crustaceos.

Bachére (2000) destacou que o desenvolvimento de solu¢des anticoagulantes
especificas nos ultimos anos possibilitou avancos nos estudos dos hemdcitos de
crustdceos. Alguns autores, como Perazzolo et al. (2002) e Albores et al. (2005)
utilizaram solugdes anticoagulantes compostas por vdrias substincias, de dificil
aplicacdo em fazendas devido as condic¢des do seu preparo.

Os anticoagulantes sdo substancias usadas para prevenir a coagulacio e retardar a
deteriora do sangue, podendo a escolha inapropriada destes interferir nas investigacoes
bioquimicas e nas determina¢des quantitativas. Dentre os anticoagulantes destaca-se o
acido etilenodiaminotetracético (EDTA), o qual € um composto orgdnico que atua
formando complexos muito estdveis com diversos fons metélicos (manganés, cobre,
ferro e cobato), sendo amplamente usado como preservante do sangue, por inativar os
ions de calcio, que promovem a coagulacdo sanguinea. Ressalta-se que o EDTA € o
anticoagulante de eleicdo para as andlises hematolégicas em humanos (Ferreira Neto et
al., 1978).

Maldonado et al. (2004) salientaram que a rdpida coagulacdo é um processo
importante nos crustidceos aqudticos para prevenir perdas substanciais de hemolinfa e
evitar o ingresso de microrganismos na hemocele. Por isso, a utilizagdo de
anticoagulantes para a preservacdo das amostras de hemolinfa faz-se necessario,
principalmente quando se deseja quantificar hemdcitos. Desta forma, objetivou-se
avaliar a eficacia do anticoagulante 4cido etilenodiaminotetracético de s6dio (EDTA) na
preservacdo dos hemocitos de camardes marinhos Litopenaeus vannamei cultivados,
assim como verificar o periodo de viabilidade das amostras de hemolinfa preservadas

com este anticoagulante para realizacao de contagem total de hemdcitos.
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MATERIAL E METODOS

Camardes da espécie L. vannamei foram capturados de dois viveiros de terra (A e B)
de uma carcinicultura comercial, situada no municipio de Goiana/Pernambuco/BR. As
coletas foram realizadas semanalmente, de 10 animais totalizando 140, durante dois
ciclos de cultivo (inicio do periodo de estio - set a out/2007 e inicio do periodo chuvoso
- fev a mar/2008).

Imediatamente apds a captura, os camardes foram transportados vivos ao laboratério
da propriedade, onde foram pesados e clinicamente examinados seguindo o método de
exame a fresco preconizado por Morales-Covarrubias (2004). Apds a confirmagdo da
higidez dos animais coletou-se hemolinfa, de cada animal, na quantidade de 0,ImL, por
meio de uma seringa estéril de 1mL contendo 0,ImL do anticoagulante EDTA a 10%.
(Schalm et al., 1975; Jain, 1993; Coles, 1984; Duncan, 1982 e Hendrix, 2006). A
extracdo da hemolinfa foi realizada por pun¢do na camara hemolinfética, localizada na
regido ventral do abdomen, realizando-se anteriormente a desinfeccdo da regido
abdominal com algodao embebido com dlcool 70°GL.

Foram realizadas contagens total de hemocitos (células/mm”) imediatamente apos a
coleta no laboratdrio da fazenda e depois de cinco horas no Laboratério de Sanidade de
Animais Aqudticos (LASAq/UFRPE), de maneira semelhante & descrita por Schalm
(1974) para eritrécitos de mamiferos em camara de Neubauer, sendo adaptado para
hemolinfa diluida na propor¢cao de 1:1 (hemolinfa:anticoagulante) através da féormula
abaixo descrita:

n

S

NH :150.000%

, L. 3 , L. L.
Em que: NH - Ndmero total de hemdcitos (cel/mm’); x; — Nimero de hemdcitos no iésimo campo da
camara de Neubauer; n - nimero de campos contados (5 campos); i — iésimo campo da camara de

Neubauer

Realizaram-se esfregacos de hemolinfa para avaliacido citomorfoldgica, conforme o
método preconizado por Carvalho (1999). Utilizou-se o conjunto de corantes para
coloracdo diferencial rapida em hematologia “Instant Prov”” da Newprov.

Para relacionar a contagem total de hemdcitos (CTH) nos camardes em fungao do

intervalo de tempo entre contagens (ITCy, e ITCsp), do viveiro (A e B), dos ciclos de
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cultivo (estio e chuvoso), da higidez dos animais amostrados (ENF) e da idade dos

camaroes (Id), utilizou-se o modelo matematico I:
CTH"*i = B, + BITC, + B,V, + B,CL. + B,ENF, + B1d. + &,

Em que: CTH - contagem total de hemdcitos; By, Bi,...s - pardmetros do modelo. ITC — intervalo de
tempo entre contagens (horas); V — viveiro amostrado; CL — ciclo de cultivo; ENF — enfermidades; Id -
idade dos camardes (dias); € - 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 (P < 0,05) no modelo o processo
de Stepwise (forward), de acordo com Mendes et al. (2006). Todas as varidveis foram
incluidas no modelo sob a forma de varidvel bindria (0 oul), com excecdo da varidvel
idade. Para a variavel enfermidade (ENF), os resultados obtidos no exame a fresco e
histopatoldgicos foram interpretados como 1 apenas quando detectada alguma alteracao.
Associado ao processo de Stepwise foi utilizado o transformador de Box e Cox (Box &
Cox, 1964), objetivando minimizar a variancia experimental. Para realizar os cdlculos

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

RESULTADOS E DISCUSSAO
Ao relacionar a contagem total de hemdcitos em fungdo intervalo de tempo entre
contagens, do viveiro, dos ciclos de cultivo, da higidez dos animais amostrados e da

1dade dos camardes para avaliar a eficdcia do EDTA obteve-se a equagdo 1.

CTH = (934,8933+420,5828 ITC,, +1604,4707 chuvoso)®

Em que: CTH — Contagem total de hemdcitos (cel/mm’); ITCy, — Contagem de hemdcitos
imediata a coleta; Chuvoso — inverno.

Destaca-se que apesar de aparentemente baixo o indice deterministico (R’= 63,73%)
€ significativo, visto que o experimento foi realizado a campo. De acordo com a
equagdo I, verificam-se maiores contagens nas amostras processadas imediatamente
apos as coletas (Figura 1), evidenciando a inadequagao do armazenamento de hemolinfa
para processamento posterior. As contagens verificadas no periodo chuvoso, que
variaram de 1,2 x 10° a 1,5 x 10° hemdcitos por mm3, foram maiores do que as do
periodo de estio, que variaram de 0,34 x 10° a 0,52 x 10® hemécitos por mm’.

Van de Braak et al. (1996) destacaram a dificuldade de comparacdo dos resultados

obtidos em CTH com as demais pesquisas e revisdes da drea, devido as diferencas entre
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métodos adotados. Adverte-se que ndo ha relatos de estudos com a utilizagdo apenas do
EDTA na preservagao de hemdcitos de camardes, o que dificulta maiores comparagdes.

Em relacdo a avaliacdo citomorfolégica, o EDTA conservou adequadamente a
hemolinfa como pode ser observado na Figura 2. No entanto, ndo houve preservacao
dos hemdcitos por um periodo de cinco horas (ITCs,) como pode ser observado na
Figura 3, detectando-se diferenca de 110% e de 35% entre as contagens imediatas e as

realizadas apds intervalo de cinco horas nos periodos de estio e chuvoso,

respectivamente.
CTH = (934,8933 + 420,5828 ITCyy, + 1604,4707 chuvoso)”
120 A
R?=63,73%
B8 Contagem no momento da coleta
100 B Contagem apés 5 horas

Contagem total de hemdcitos (lf)cel/mrr%)

Ciclos de cultivo (set-nov/2007 e fev-mar/2008)

Figura 1: Relag@o entre a contagem total de hemdcitos, intervalo de tempo entre contagens e ciclos de cultivo da
hemolinfa de Litopenaeus vannamei em solugdo de 4cido etilenodiaminotetracético de sédio a 10%

Figure 1: Relationship between haemocyte total counting, counting time and cultive cicles of Litopenaeus vannamei
haemolymph with sodiun ethylenediaminetetraacetic acide at 10%

o €

‘ v . .
*

Figura 2: Hemdcitos de L. vannamei em solucdo de dcido  Figura 3: Hemdcitos de L. vannamei em solugﬁb de 4cido

*

etilenodiaminotetracético de sédio (EDTA) a etilenodiaminotetracético de soédio (EDTA) a
10% imediatamente apds a coleta (obj. 100) 10% cinco horas ap6s a coleta (obj. 100)

Figure 2: L. vannamei  haemocytes  with  sodiun Figure 3: L.  vannamei  haemocytes  with  sodium
ethylenediaminetetraacetic acide (EDTA) at 10% ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) at 10% five

after the collection (obj 100) hours after the collection (obj 100)
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Barracco (2004) ressaltou que a falta de uniformidade na identificacdo de hemdcitos
deriva principalmente do fato destas células serem muito ldbeis e reativas, alterando
rapidamente suas caracteristicas morfolégicas in vitro, o que torna seu estudo mais
dificil quando comparado ao exame dos vertebrados. Van de Braak et al. (2000)
ressaltaram que a microscopia Optica, aliada a microscopia eletronica, permitiu uma
classificacdo mais segura dos tipos celulares, podendo ser o primeiro passo para a
melhor obten¢do de uma maior uniformidade na caracterizacdo dos hemocitos de
camardes. Ressalta-se que foi possivel diferenciar os hemdcitos a microscopia dptica
conforme descri¢ao de Van de Braak (2002).

Foi constatada diferenca significativa nas contagens entre as estacdes do ano, com
os camardes avaliados no periodo chuvoso apresentando mais hemdcitos e,
provavelmente, com maior imunidade que os animais examinados no periodo de estio.
Este resultado vem de encontro com a afirmag¢do de Moullac et al. (1997), de que
camardes com alto nimero de hemdcitos resistem melhor as infeccoes do que aqueles
com baixo nimero de hemdcitos.

Oliver & Fisher (1995) citaram que fatores ambientais, como o aumento da
salinidade e da temperatura da 4gua, podem alterar a CTH em ostras Crassostrea
virginica na natureza. A média da salinidade da dgua dos viveiros variou de 33,16%o
(estio) a 36,06%o0 (chuvoso) no viveiro A com aumento de 8% entre os periodos e de
33,94 (estio) a 39,95%0 (chuvoso) no viveiro B com aumento de 17% entre os periodos,
o que também justifica a variacdo das contagens entre as estacoes.

Em relagdo a temperatura da dgua, houve variagdo de 27,40 a 33°C (média de
30,45°C) no periodo de estio e de 25,60 a 31,70°C (média de 28,8°C) no periodo
chuvoso no viveiro A e de 28,10 a 32,80°C (média de 30,44°C) no periodo de estio e de
10 a 31,20°C (média de 28,47°C) no periodo chuvoso no viveiro B. Podem-se associar
as baixas contagens obtidas no periodo de estio a elevada temperatura da agua, a qual
ocasionou estresse térmico nos camardes culminando na imunossupressao observada na
Figura 1. Destaca-se a afirmacdo de Figueiredo et al. (2008) de que no Nordeste
brasileiro, a temperatura da d4gua pode atingir ou ultrapassar 30°C no periodo do verao,
provocando situagdo de estresse nos animais. Esses autores reforcaram ainda que
animais heterotérmicos (ndo possuem capacidade de manter a temperatura corporal
estdvel) em dguas com temperaturas fora da sua faixa de conforto, ttm o consumo

alimentar diminuido, o que refor¢a a imunossupressdo. Todavia, Van de Braak et al.
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(1996) explicaram que a interferéncia do aumento da temperatura pode elevar a CTH
devido ao aumento do ritmo e da forca de bombeamento do coracgdo.

Owens & O’Neill (1997) também perceberam diferengas significativas na contagem
de hemocitos em camardes Penaeus monodon quando compararam a producio entre as
estacdes do ano (inverno e verdo) e obtiveram diminui¢@o nas contagens diferenciais de
granuldcitos realizadas no inverno. Enfatiza-se que esses autores ndo observaram
hemocitopenia, porém substitui¢do dos granuldcitos por nao-granuldcitos, associando
este fato a ativacdo do sistema pré-fenoloxidase, ou seja, ocorréncia de enfermidade. E
importante destacar que na regido onde esses autores realizaram as pesquisas, no
inverno, ocorre queda significativa na temperatura da dgua.

Os viveiros A e B nido influenciaram nas contagens (P>0,05), o que demonstra a
uniformidade e eficiéncia dos procedimentos de manejo da propriedade. As alteragdes
detectadas nos animais durante o exame clinico também ndo interferirem
significativamente nas contagens, apesar Morales-Covarrubias (2004) ter afirmado que
mudancas no ambiente de cultivo e diversos fatores estressantes podem alterar as
funcdes anatdmicas dos camardes, tornando-os susceptiveis a manifestacdo de

enfermidades.

CONCLUSOES

O anticoagulante dcido etilenodiaminotetracético de s6dio (EDTA) na concentragdo
de 10% viabiliza a hemolinfa do camardo marinho Litopenaeus vannamei para a

contagem total de hemdcitos e a avaliagdo citomorfoldgica logo apds a coleta.
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6. ARTIGO II

Parte dos resultados obtidos durante o trabalho experimental dessa tese sera

apresentada no artigo intitulado “CONTAGEM TOTAL DE HEMOCITOS
NA AVALIACAO DA HIGIDEZ EM CAMAROES Litopenaeus
vannamei (Boone, 1931) E FATORES INTERFERENTES”. (manuscrito),

que se encontra doravante anexado.
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RESUMO

Problemas relacionados a sanidade dos animais cultivados e perdas econdmicas
decorrentes de altas mortalidades sdo freqilientes na carcinicultura Brasileira, o que
denota a necessidade de meios preventivos para minimizar a sua ocorréncia. Neste
contexto, o estudo do quadro hematoldgico dos camardes pode ser uma alternativa, com
possibilidades de rdpida deteccao de alteracoes e efetiva acdo para prevengdo de doenga.
Diante do exposto, objetivou-se averiguar a utilizacdo da contagem total de hemdcitos
em camardes Litopenaeus vannamei cultivados, como ferramenta de avaliacdo da
higidez, em consonincia com a avaliagdo da interferéncia do sexo, idade e
anticoagulantes citrato de sédio a 10% e o 4cido etilenodiaminotetracético de sddio
(EDTA) a 10%. Contagens total de hemdcitos (CTH) foram realizadas em camardes a
partir do 40° dia de cultivo, com peso acima de 1g, logo apds a retirada da hemolinfa e
cinco horas apos para verificar a eficicia dos anticoagulantes testados. Para todas as
informacdes obtidas e andlises realizadas foram utilizadas as técnicas de modelagem
matematicas (P<0,05). Conclui-se que o sexo, a idade e a sazonalidade interferem

diretamente sobre a CTH e que tanto o citrato de sédio a 10% como o EDTA a 10% sao
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indicados para a contagem total de hemdcitos logo apds a coleta, porém nao apds cinco
horas, por ndo ocorrer preservacdo adequada.
Palavras-chave: camarao, hemolinfa, citrato de sodio, acido etilenodiaminotetracético
de sédio.
ABSTRACT

Problems related to the cultivated animals sanity and economic lost due to the
high mortality are frequent on the Brazilian shrimp culture, which indicates the
necessity of prevent ways to minimize its occurrence. On this context, the shrimp
hematologic board study can be an alternative, with quick detection of alterations
possibility and effective action to prevent the illness. In face to the exposed, it was
aimed to inquire the hemocytes total counting using on cultivated Litopenaeus
vannamei shrimps, as a health evaluation tool, on accordance to the sex, age and sodium
citrate anticoagulant at 10% and the sodium ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) at
10% interference evaluation. Hemocytes total counting (HTC) were realized on shrimps
from the 40° day of cultivate, at the weight over 1g, as soon after the haemolynph retreat
and five hours after to verify the tested anticoagulant efficacy. To all the obtained
information and realized analysis were used the mathematic mould techniques
(P<0, 05). It was concluded that the sex, the age and the seasonality direct interfere on
the HTC and that both the sodium citrate at 10% and the EDTA at 10% are indicated to
the hemocytes total counting as soon after the collect, however not after five hours, for

don’t happen adequate preservation.

Key-Words: Shrimp, haemolynph, sodium citrate, sodium ethylenediaminetetraacetic

acid.
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Introducao

No Brasil, a carcinicultura, que a partir dos anos 90 despontou no cenério
nacional como uma atividade altamente rentdvel e promissora, nos ultimos anos
enfrenta sérios problemas relacionados a sanidade dos animais cultivados, com perdas
econdmicas significativas decorrentes de altas mortalidades freqiientes. A promessa de
grandes lucros ocasionou um crescimento desordenado da atividade por empresdrios
pouco especializados no assunto. Este fato resultou na super exploracdo dos cultivos,
com altas densidades e grande nivel de estresse dos animais (MENDES et al., 2005),
com conseqiientes problemas sanitarios.

Diante deste quadro, enfermidades que, até entdo, ndo ocasionavam transtornos,
tornam-se extremamente perigosas, gerando a necessidade de pesquisas para
estabelecimento de medidas profildticas que permitam maior controle da sanidade dos
animais, assim como auxiliar no monitoramento das condi¢cdes imunoldgicas dos
camardes. Neste contexto, o estudo do quadro hematolégico dos camardes, pode ser
uma boa ferramenta para a avaliacdo da higidez.

Van de Braak (2002) destacou que a transmissdo de doenca no ambiente
aqudtico € extremamente fécil, especialmente sob condi¢des de cultivo intensivo e que
perdas devido a doencas, seja por estresse continuo e lento ou através de epizootias
subitas, sdo problemas comuns com os quais se confronta o setor de aqiiicultura. O
combate a doencgas, de acordo com Figueiredo et al. (2008), aumenta o custo de
producdo e diminui a produtividade, inviabilizando o negdcio, por isso faz-se necessario
o estabelecimento de medidas profildticas que propiciem a manuten¢do da higidez dos
animais, possibilitando o monitoramento desta como procedimento de rotina nas

propriedades.
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Ranzine-Paiva e Silva—Souza (2004) destacaram que na agqiiicultura a
hematologia vem se tornando um precioso instrumento no conhecimento das alteracdes
fisiolégicas em organismos aqudticos cultivados, causadas, principalmente por fatores
intrinsecos como sexo, estddio da maturacdo gonadal, idade, modo de vida e pelas
alteracdes de fatores da dgua, como teor de oxigénio dissolvido, temperatura, pH e
condutividade elétrica. Todavia, salientaram que ainda s3o escassas pesquisas nesta
area, o que dificulta maiores discussdes sob o tema.

Diante do exposto objetivou-se avaliar a interferéncia do sexo, idade e
diferentes anticoagulantes sobre a contagem total de hemdcitos em camardes

Litopenaeus vannamei cultivados comercialmente.

Material e métodos
A contagem total de hemdcitos foi realizada em camardes marinhos da espécie
Litopenaeus vannnamei, com peso acima de 1g a partir do 40° dia de cultivo em viveiro
de terra. Apds a coleta de hemolinfa, foram realizadas andlises macroscépicas e
microscopicas (exames a fresco e histopatoldgico), para a confirmagdo da higidez dos
individuos amostrados, por somente camardes aparentemente sadios serem utilizados.
Os animais foram transportados vivos para o laboratério da fazenda Maricultura Santa
Cruz, localizada em Goiana-Pernambuco/BR, onde se procederam as andlises.
Concomitantemente, coletou-se amostra constituida de um pool de cinco animais para
as andlises histopatolégicas.
Semanalmente, coletaram-se 20 amostras de hemolinfa, sendo dez (cinco
camardes machos e cinco fémeas) utilizando o anticoagulante citrato de sédio e dez

utilizando o anticoagulante &4cido etilenodiaminotetracético de soédio (EDTA). As
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coletas foram realizadas em dois viveiros (A e B), nos periodos chuvoso (inverno) e de
estio (verdo), sendo 180 amostras no verdo e 100 no inverno, totalizando 280 amostras.
Destaca-se que no segundo ciclo os viveiros foram despescados antes do tempo
previsto, devido a demanda do mercado local.

De cada camardo foi coletado 0,ImL de hemolinfa, com auxilio de seringa
estéril com agulha hipodérmica 30x8mm, na regido ventral do abdémen, entre o dltimo
esternito cefalotordcico e o primeiro abdominal de cada animal. A desinfec¢do da
regido abdominal dos camardes foi realizada com algoddo embebido com dlcool 70°GL,
antes das coletas.

Os anticoagulantes testados foram o citrato de s6dio a 10% e o EDTA a 10%,
ambos utilizados na proporcao de 1:1 (anticoagulante:hemolinfa) para as andlises de
patologia clinica. As contagens de células/mm’ foram realizadas imediatamente apds a
coleta na fazenda e apds intervalo de cinco horas no Laboratério de Sanidade de
Animais Aquaticos da Universidade Federal Rural de Pernambuco (LASAq/UFRPE),
de maneira semelhante a utilizada para eritrécitos de mamiferos (SCHALM, 1974) em
camara de Neubauer, adaptado para camario, sendo o niimero de hemdcitos/mm° obtido
através da seguinte férmula:

n
fo

NH :150.000%

Em que: NH - Nimero total de hemdcitos (cel/mm?); x; — Nimero de hemécitos no iéssimo campo da
camara de Neubauer; n - nimero de campos contados (5 campos); i — iésimo campo da camara de

Neubauer.

Para avaliacdo citomorfoldgica realizaram-se esfregacos de hemolinfa, os quais

foram preparados conforme orientacdo de Carvalho (1999). Foi utilizado o conjunto
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para coloracdo diferencial rdpida em hematologia “Instant Prov” da Newprov.
Procedeu-se o exame a fresco (macro e microscopicos) em todos os camardes
amostrados, conforme o método descrito por Morales Covarrubias (2004).

Os espécimes foram examinados macroscopicamente para identificacdo de
lesdes e posteriormente, sacrificados por choque térmico, infiltrados com solucdo de
Davison’s AFA (HUMASON, 1972) e mergulhados em recipiente com 0 mesmo
fixador. Posteriormente, no Laboratério de Histopatologia do Departamento de
Medicina Veterinaria da UFRPE, foram recortados e diafanizados, incluidos em
parafina, cortados a Syum, corados pelo método da hematoxilina-eosina e examinados a
microscopia Optica, de acordo com as recomendacdes de Luna (1968) e Lightner (1996).

Para relacionar os resultados da contagem total de hemdcitos (CTH) nos
camardes em fun¢do do sexo dos animais, do intervalo de tempo entre contagens, da
1dade, do peso, da sazonalidade, da higidez dos animais amostrados e do anticoagulante,

utilizou-se o seguinte modelo matemadtico:
CTH % = B, + B,Sx, + B,ITC, + B.V. + B,EA, + B.ENF, + B.1d, + B,P + B,AC, + &,

Em que: CTH - contagem total de hemdcitos; A — Transformador de Box e Cox; By, B1....ps - parametros
do modelo, Sx — sexo dos camardes (macho e fémea); ITC — Intervalo de tempo entre contagens (0 e 5
horas); V — viveiro amostrado (A e B); EA — estacdo do ano (inverno e verdo); ENF — enfermidades; Id -
idade dos camardes (dias); P — Peso dos animais (mg); AC — anticoagulante utilizado (cit e EDTA); € -

erro associado a cada observacao; i — i-ésima observacao.

Todas as varidveis, com excecdo da idade e do peso dos camardes (Id), foram
incluidas no modelo sob a forma de variavel muda (0 oul). Para a variavel enfermidade
(ENF), os resultados obtidos no exame a fresco e histopatoldgicos foram interpretados
como 1 apenas quando detectada alguma alteracdo. Para estimar os parametros do

referido modelo utilizou-se a técnica dos minimos quadrados e para selecionar as
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varidveis significativas no modelo (P < 0,05) o processo de Stepwise (forward), de
acordo com Mendes et al. (2006). Associado ao processo de Stepwise foi utilizado o
transformador de Box e Cox (BOX e COX, 1964), objetivando minimizar a variancia
experimental. Para realizar os célculos utilizou-se o pacote Estatistico SysEapro versao
1,0.
Resultados e Discussao

Ao relacionar os resultados da contagem total de hemdécitos (CTH) em funcao do
sexo dos animais (macho e fémea), do intervalo de tempo entre contagens
(ITCon e ITCsp), do viveiro amostrado (A e B), da estacdo do ano (inv ou ver), da idade
(dias), do peso (mg), da higidez dos animais amostrados (ENF) e do anticoagulante

(cit ou EDTA) utilizado obteve-se a seguinte equacao:

CTH =(219,5614+367,2214mc +3388,0214ITC,, —381,2977V, +7338114inv+19,44771d
+19945702citITC,,)’

Em que: CTH — Contagem total de hemécitos (cel/mm’); mc — macho; ITCy, — contagem imediata a
coleta (tempo 0); V4 — viveiro A; inv — inverno; Id — idade dos camardes (dias); cit — citrato de sédio;

cit.ITCy, — interacdo entre citrato de sédio e contagem imediata a coleta.

A maximizacdo do coeficiente de determinacio (R?) do modelo de estimacdo da
CTH foi obtido ao utilizar o transformador raiz quadrada e ao introduzir interacdo entre
a varidvel citrato de s6dio e contagem imediata. Destaca-se que apesar de
aparentemente baixo o indice deterministico (R* = 45%) ¢é significativo, visto que o
experimento foi realizado a campo. Observando-se a equagdo acima, verifica-se que o
citrato de s6dio a 10% preservou melhor as células do que o EDTA a 10%, em média,
219% (Figuras 1 e 2), sendo mais indicada a sua utilizagdo quando a contagem total de

hemocitos for realizada em camara de Neubauer.
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Baseando-se nos valores preconizados pelo Centro de Servicios para la
Acuacultura (CSA, 2006) , apresentados na Tabela 1, foram obtidas contagens, em
média, classificadas como bom para as amostras coletadas com citrato de sédio e baixo
para as amostras coletadas com EDTA processadas imediatamente apds a coleta
(ITCon). As amostras processadas apds o intervalo de tempo de cinco horas foram
classificadas, em média, como muito baixo para ambos os anticoagulantes, sendo desta
forma desaconselhado a utilizacdo deste intervalo de tempo. Todos os animais
examinados estavam sobre as mesmas condi¢des de cultivo e estresse, o que possibilita
afirmar que o citrato de sédio preservou melhor os hemdcitos que o EDTA em relagdo
as CTH. Todavia, quanto a avaliacdo citomorfolégica, o EDTA conservou a integridade
celular por até sete meses, fato ndo observado quando se utilizou o citrato de sédio.

Brehélin e Zachary (1985) relataram que vérios fatores extrinsecos podem
interferir na avaliacdo das caracteristicas citomorfolégicas em hemdcitos de artropodes,
tendo sido destacadas a metodologia empregada na pesquisa, 0 método de preparacao
das células e da afinidade tintorial das células perceptiveis a microscopia optica.
Citaram ainda que a prépria fisiologia dos hemdcitos, os quais podem se diferenciar na
circulacdo sanguinea, também pode interferir. Diversos autores que trabalharam com
diferenciacdo celular na hemolinfa de artrépodes (BAUCHAU, 1981; HOSE et al.,
1990; SODERHALL e CERENIUS, 1992 e GARGIONI e BARRACCO, 1998)
afirmaram que os hemdcitos de granulos pequenos (HGP) sdo formas intermedidrias
que se transformam quando amadurecem em hemdcitos de granulos grandes (HGG).

Van de Braak et al. (1996) ressaltaram que a nomenclatura dos hemdcitos de
crusticeos ndo € uniforme, devido aos vdrios métodos e critérios adotados pelos

pesquisadores. Sugeriram a padronizacdo dos métodos e alertaram que uma mesma
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linhagem de células pode apresentar diferencas morfolégicas possiveis de serem
detectadas apenas a microscopia eletronica, desaconselhando, desta forma, a
diferenciacdo de hemdcitos pela microscopia 6ptica. Estes autores diferenciaram cinco
tipos celulares a microscopia Optica em hemolinfa de Penaeus monodon. Todavia, nas
mesmas amostras analisadas a microscopia eletronica verificaram que se tratavam
apenas de trés tipos celulares (HH, HGP e HGG). No presente experimento, foi possivel
a visibilizac¢do, a microscopia 6ptica, dos cinco tipos celulares citados por Van de Braak
et al. (1996).

Em relacdo ao sexo, observou-se que tanto nas amostras tratadas com citrato de
s6dio quanto nas tratadas com EDTA, os machos apresentaram maiores quantidades de
hemdcitos (em média 18% e 22% a mais para amostras com citrato € 37% e 63% para
amostras com EDTA, nos 1° e 2° ciclos, respectivamente). Esta constatacdo € indicativo
de que os animais do sexo masculino apresentam maior capacidade de reagir a agentes
patégenos, visto que os hemdcitos conferem a imunidade dos animais (Figuras 1 e 2).

Perazzolo (1994) ndo observou diferenca significativa no ndmero total de
hemdcitos circulantes em juvenis e adultos de camardes Penaeus paulensis, machos e
fémeas, afirmando que ndo hd interferéncia do sexo. E possivel que a idade dos animais
amostrados e o fato de terem sido realizados pools na pesquisa com Penaeus paulensis
tenha interferido nesse resultado. Assim como, é admissivel a hipdtese de diferenca
entre espécies. Todavia, na presente pesquisa tanto para as amostras conservadas com
citrato de sédio quanto para as conservadas com EDTA, foi evidenciada diferenca entre
sexo para Litopenaeus vannamei.

Owens e O’Neill (1997) ndo observaram interferéncia significativa do peso e

comprimento sobre a contagem total e diferencial de hemdcitos em Penaeus monodon,
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no entanto, verificaram diferenga entre sexo. Observaram que as fémeas possuem um
maior ndmero de hemdcitos devido ao dimorfismo sexual presente na populacdo dos
camardes desta espécie, onde as fémeas apresentaram-se bem maiores que os machos de
mesma idade. Sequeira et al. (1995) também observaram a interferéncia do sexo na
composi¢do hemocitdria em Penaeus japonicus durante a ecdise.

As contagens realizadas imediatamente apds a extracdo da hemolinfa foram em
média 36% e 40% maiores, do que as realizadas apds intervalo de cinco horas para as
amostras de citrato e de EDTA, respectivamente. As amostras de hemolinfa ndo devem
ser armazenadas para processamento posterior, como se faz com amostras de sangue de
mamiferos, pois os anticoagulantes testados ndo apresentaram conservacdo adequada
nestas condi¢des, verificando-se lise celular ao exame citomorfolégico.

Em relacdo a idade dos animais (juvenis e adultos), pode-se observar influéncia
positiva sobre as contagens, o que indica que animais mais jovens apresentam menores
concentragdes celulares do que os animais mais velhos, assemelhando-se ao
comportamento verificado em mamiferos (JAIN, 1993).

Observando-se as Figuras 1 e 2, também pode-se retratar alguns aspectos
interessantes relacionados com a taxa de producdo de hemdcitos em funcao da idade dos
camardes. A variacdo da CTH em func¢do da idade dos camardes foi constante ao logo
do periodo de observacdo, independentemente da condi¢do sexual dos espécimes
examinados ou da condi¢do de conservacdo da hemolinfa. Ou seja, tanto o citrato de
s6dio a 10% como o EDTA a 10% nao afetaram a taxa de produ¢do dos hemdcitos ao
longo do desenvolvimento dos camardes (a inclinacdo das retas foi muito similar),
embora as preparacdes com EDTA estivessem partindo de um nimero de hemdcitos

bem inferior as preparacdes efetuadas a base de citrato de sédio. Esta diferenca,
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avaliada em termos percentuais, demonstra que as preparacdes a base de citrato de sédio
iniciaram com, aproximadamente, 74% mais células quando comparadas as preparacdes
com EDTA.

Destaca-se que o resultado supracitado pode ser justificado, provavelmente, em
funcdo do forte efeito quelante que o EDTA exerceu sobre as estruturas dos hemdcitos
(SILVA, 2006), principalmente contra fons bivalentes que estabilizam a estrutura das
membranas celulares nas concentragdes em que foram empregadas neste experimento.
Este fato nos remete a necessidade de ampliarmos as discussdes sobre os efeitos e as
conseqiiéncias do uso do EDTA nas preparagcdes por nds realizadas, tomando-se como
referéncias os trabalhos de Schalm et al., (1975), Jain, (1993), Coles (1984), Duncan
(1982) e Hendrix (2006). Pode-se observar a interferéncia do sexo e da idade sobre as
contagens dos hemdcitos em camardes L. vannamei na Tabela 2.

Moullac et al. (1997), ao pesquisar as reagcdes de resisténcia a patdgenos
baseadas no nimero de hemdcitos circulantes na hemolinfa de camardes, afirmaram que
camardes com alto ndimero de hemdcitos resistem melhor as infeccdes do que aqueles
com baixo nimero de hemdcitos.

Owens e O’Neill (1997) ndo observaram diferenca entre a CTH de Penaeus
monodon juvenis e adultos, entretanto esses autores relataram incongruéncia destes
resultados, advertindo para a possibilidade do grau de liberdade utilizado ter interferido
na comparacdo entre juvenis e adultos, ocasionando resultado anormal, visto que o
esperado era que houvesse diferenca entre idade.

A sazonalidade interferiu significativamente nas contagens de hemdcitos, sendo
observado maiores contagens no periodo chuvoso. Destaca-se a afirmacdo de

Figueiredo et al. (2008), de que a temperatura da dgua no verdo nordestino pode
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ultrapassar 30°C, provocando situagdo de estresse para os animais, diminuindo o
consumo alimentar e ocasionando imunossupressdo. Nesse experimento, a temperatura
da dgua variou de 27,40 até 33°C (média 30,45°C) no verdo e de 25,60 até 31,70°C
(média 28,80°C) no inverno, para o viveiro A. Para o viveiro B a variacao foi de 28,10 e
32,80°C (média 30,44°C) no verao e de 10 até 30,20°C (média 28,47) no inverno.

Silva (2007a) observou maior ocorréncia de enfermidades de origem viral em
camardes Litopenaeus vannamei cultivados em quatro carciniculturas do estado de
Pernambuco, no periodo do verdo e relacionou este achado a conjuncdo de diferentes
fatores como o manejo empregado e as condi¢des ambientas, destacando que no periodo
do inverno no estado de Pernambuco/Brasil se obtém animais mais sadios.

Diferencas significativas na contagem diferencial de hemdcitos de camardes
Penaeus monodon foram observadas por Owens e O’Neill (1997), quando compararam
a producdo do inverno e verdo. Afirmaram que apesar dos animais apresentarem
comprimento semelhante, os camardes cultivados no inverno geralmente t€ém qualidade
inferior.

Silva (2007b) nao verificou interferéncia da sazonalidade sobre higidez de
camardes Litopenaeus vannamei cultivados e associou este fato a baixa oscilagdo da
temperatura (<5°C) durante a fase experimental.

Ranzine-Paiva e Silva-Sousa (2004) citaram que nos peixes, podem ser
observadas numerosas estratégias adaptativas desenvolvidas frente as variacdes sazonais
extremas (temperatura, salinidade, pressao, pH, oxigénio e CO,) do ambiente aquético.
Assim, a quantidade de diferentes células no sangue periférico (vascular) reflete o
estado fisiolégico especifico do organismo nos diferentes periodos da vida. Camardes

sdo invertebrados e possuem sistema circulatério, assim como a constituicio da
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hemolinfa, completamente diferente dos peixes, porém como animais aquéaticos,
também estdo expostos as intempéries supracitadas, podendo por estas razdes, terem
sido verificadas diferencas entre os ciclos de cultivo deste experimento.

Todas as varidveis inseridas na equagdo influenciaram de forma positiva a
contagem total de hemdcitos, excetuando-se a varidvel viveiro A (V,), tendo sido
observadas menores contagens de hemdcitos nos animais oriundos do viveiro A. Este
fato possivelmente estd atrelado as condi¢des do ambiente de cultivo, indicando que no
viveiro B os animais apresentavam-se mais resistentes, devido ao maior nimero de
hemdocitos.

Alves (2007) ao avaliar a higidez de camardes Litopenaeus vannamei cultivados
em Pernambuco, observou a interferéncia da varidvel viveiro na carga de Vibrio spp. em
camardes oriundos de uma mesma propriedade. Morales-Covarrubia et al. (2006)
relataram que fatores exdgenos, como temperatura e salinidade, interagem com fatores
internos (nivel nutricional, nivel de stress, imunidade), no desenvolvimento de
enfermidades e imunidade dos animais. Outro exemplo de interferéncia das condicoes
ambientais sobre a concentragdo de hemdcitos € a diminuicdo da CTH em camardes
Litopenaeus vannamei submetidos a salinidades de 5 e 15%o, verificadas por Wang e
Chen (2005). Desta forma, pode-se afirmar que é possivel que numa unica
carcinicultura sejam observadas diferencas significativas entre viveiros, por se tratar de
ambientes distintos, apesar da dgua ter a mesma origem (ALVES, 2007; SILVA, 2007a;
WANG e CHEN, 2005).

Nao houve influéncia significativa das alteracdes detectadas ao exame a fresco e
nas andlises histopatolégicas com as contagens de hemdcitos (ENF), assim como da

varidvel peso (P) dos animais, por isso ndo permaneceram na equagao, sugerindo-se que
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todos os animais amostrados apresentavam-se higidos e que o peso nao interfere na
CTH.

Estudos com hematologia de camardes sdo escassos no Brasil, destacando-se os
de Perazzolo (1994) com Penaeus paulensis; Perazzolo e Barracco (1997) com Penaeus
paulensis; Gargione e Barracco (1998) com Macrobrachium rosembergii, M.
acanthurus e Penaeus paulensis; Barracco et al. (2001) com Farfantepenaeus paulensis
e Barracco (2004) com crusticeos. Contudo, fazem-se necessarios maiores
investimentos nesta 4rea de pesquisa visando sedimentacdo dos conceitos e
instrumentalizacdo dos técnicos para uma maior compreensdo da fisiologia dos

camaroes e melhor monitoramento da sadde dos animais cultivados.

Conclusoes
Ao averiguar a utilizacdo da contagem total de hemdcitos em camardes
Litopenaeus vannamei cultivados como ferramenta de avaliagdo da higidez, em
consondncia com a avaliacdo da interferéncia do sexo, idade, sazonalidade e
anticoagulantes, conclui-se que:
e Camardes Litopenaeus vannamei machos tém mais hemdcitos que as fémeas;
e A idade dos animais interfere na CTH, obtendo-se maiores contagens em
animais mais velhos;
e Os animais cultivados no inverno apresentam maiores contagens de hemdcitos
que os cultivados no verao;
e O citrato de sodio a 10% e o EDTA a 10% viabilizam a contagem total de
hemdcitos logo apds a coleta, ndo ocorrendo o mesmo apds intervalo de cinco

horas;
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e O citrato de sédio a 10% conservou melhor os hemdcitos do que o EDTA a 10%

para a CTH.

Agradecimentos: A Financiadora de Estudos e Projetos (FINEP) pelo financiamento da
Rede de Pesquisas em Carcinicultura do Nordeste (RECARCINE), a Coordenacao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e ao Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) pelo fomento de bolsas. A

maricultura Santa Cruz pelo uso das instalagdes e doagcdo dos camardes utilizados. A

Universidade Federal Rural de Pernambuco pela disponibilizacdo das instalagdes.

Referéncias

ALVES, C.A.B. Fatores interferentes na ocorréncia de vibriose em camario
marinho Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) cultivado no litoral norte de
Pernambuco. Recife, 2007. 36f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Veterindria).
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife.

BARRACCO, M.A. Mecanismo de resisténcia a doencas em crustidceos. In:
RANZANI-PAIVA, M.J.T.; TAKEMOTO, R.M.; LIZAMA, M.A.P. (Org.). Sanidade
de organismos aquaticos. Sao Paulo: Varela, 2004. p.51-73.

BARRACCO, M.A. PERAZZOLO, L.M.; ANDREATTA, E.R. Producdo de moléculas
microbicidas (anion superdoxido) pelos hemocitos de camardes Farfantepenaeus
paulensis , durante o processo de fagocitose. In: REUNIAO ANUAL DA
FEDERACAO DE SOCIEDADES DE BIOLOGIA EXPERIMENTAL, 2001,

Caxambu. Resumos... Caxambu, 2001.



64

BAUCHAU, A.G. Crustaceans. In: RATCLIFFE, N.A.; ROWLEY, A.F. (Ed.)
Invertebrate blood cells. London: Academic Press Inc. 1981. v.2, p. 385-420.

BOX, G. E. P.; COX, D. R. An analysis of transformation. Journal of Royal Statistic
Society, [s.l.], Ser.B, v. 26, p. 211 — 243, 1964.

BREHELIN, M.; ZACHARY, D. Insect haemocytes: a new classification to rule out the
controversy. In: BREHELIN M. (Ed.). Immunity in invertebrates. Cells, molecules, and
defense reactions. Berlin: Spring-Verlag. 1985. p.36-48.

CARVALHO, W. F. Técnicas médicas de hematologia e imuno-hematologia. 7. ed.
Belo Horizonte: Coopmed Editora Médica, 1999. 340p.

COLES, E. H. Patologia Clinica Veterindria. 3 ed. Sdo Paulo: Manole, 1984. 566 p.

CSA. CENTRO DE SERVICIOS PARA LA ACUICULTURA. Unidade de
diagnostico. Disponivel em http://www.fimcm.espol.edu.ec/csa. Acesso em 01 de
fevereiro de 2006.

DUNCAN, J. R.; PRASSE, K. W. Patologia Clinica Veterindria. Rio de Janeiro:

Guanabara Koogan,1982. 217 p.
FIGUEIREDO, H.C.P.; LOPES, C.O.; LEAL, C.A.G. Imunidade de animais aquéticos.

Panorama da Aqiiicultura, Rio de Janeiro, v.18, n.106, Marc¢o/abril, p.14-19. 2008.

GARGIONE, R.; BARRACCO, M.A. Haemocytes of the palaemonids Macrobrachium
rosembergii and M. acanthurus, and of the penaeid Penaeus paulensis. Journal of

Morphology, New York, v.236, p. 209-221, 1998.

HENDRIX, C. M. Procedimentos laboratoriais para técnicos veterinarios. 4 ed. Sdo

Paulo: Roca, 2006. 556 p.



65

HOSE, J.E.; MARTIN, G.G.; GERARD, A.S. A decapod haemocyte classification
scheme integrating morfology, cytochemmmistry, and function. Biological Bulletin,

Woods Hole, v.178, p.33-45, 1990.

HUMASON, G.L. Animal tissue techniques. 3ed. W.H. Freeman and Co., San
Francisco, CA. 1972.

JAIN, N. C. Essentials of veterinary hematology. Philadelphia: Lea & Febiger. 1993.
417 p.

LIGHTNER, D.V. A handbook of shrimp pathology and diagnostic procedures for
diseases of cultured penaeid shrimp. Word aquaculture society. Baton Rouge:
Louisina. 1996. 304p.

LUNA, L. G. Manual of histological staining methods of the armed forces institute
of pathology. New York:Mcgraw-Hill, 1968. 258p

MENDES, E.S.; MENDES, P.P.; GOES, LMNB.; SANTOS, S.B.; VIEIRA,
K.P.B.A. Os vibrios na carcinicultura. Revista Panorama da Aqiiicultura, Sao Paulo:

v. 91. set/out. p.26-29, 2005.

MENDES, P.P.; MENDES, E.S.; BEZERRA, A.M. Anilise estatistica dos parametros
aqiifcolas, com fins a otimizagio da producdo. In: REUNIAO ANUAL DA
SOCIEDADE BRASILEIRA DE ZOOTECNIA, 43, 2006, Joao Pessoa. Anais... Jodo

Pessoa: SBZ, 2006. v. 35, p.886-903.

MORALES-COVARRUBIAS, M.S. Enfermidades del camarén: detection mediante
andlisis en fresco e histopatologia. (Diseases shrimp detection by means of gross

analysis and histopathology). México, Ed. Trillas, 2004. 122pp.

MORALES-COVARRUBIAS, M.S., OSUMA DUARTE, A.G., GARCIA GASCA, A,,

LIGHTNER, D.V. Prevalence of Necrotizing Hepatopancreatitis in female broodstock



66

of white shrimp Penaeus vannamei with unilateral eyestalk ablation and hormone

injection. Journal of Aquatic Animal Health, Bethesda, v. 18, p. 019-025, 2006.

MOULLAC, G.; GROUMELLEC, M.; ANSQUER, D.; FROISSARD, S.; LEVY, P;
AQUACOP. Haemotological and phenoloxidase activity changes in the shrimp Penaeus
stylirostris in relation with the moult cycle: protection against vibriosis. Fish and
Shellfish Immunology, Aberdeen: Academic press, n.7, p.227-234, Nov. 1997.
OWENS, L.; O’NEILL, A. Use of a clinical cell flow cytometer for differential counts
of prawn Penaeus Monodon haemocytes. Diseases of Aquatic Organisms, Hawaii,
USA, v.31, p. 147-153. 1997.

PERAZZOLO, L. M. Estudo do sistema imune do camarao marinho Penaeus
paulensis, com énfase no sistema pro-fenoloxidase. 1994. 121f. Dissertacdo (Mestrado
em Aquicultura). Universidade Federal de Santa Catarina. Florian6polis.

PERAZZOLO, L.M.; BARRACCO M.A. The prophenoloxidase activating system of
the shrimp Penaeus paulensis and associated factors. Development and Comparative
Immunology, New York, v.21, n.5, p.385-395, 1997.

RANZINE-PAIVA, M. J. T; SILVA-SOUSA, A.T. Hematologia de peixes brasileiros.
In: RANZANI-PAIVA, M.J.T.; TAKEMOTO, RM.; LIZAMA, M.A.P. (Org.).
Sanidade de organismos aquaticos. Sao Paulo: Varela, 2004. p.88-120.

SCHALM, O.W. Veterinary Hematology, 3ed. Philadelphia: Lea e Febiger, 1974,
807p.

SCHALM, O. W.; JAIN, N. C.; CARROL, E. J. Veterinary hematology. 3 ed.
Philadelphia: Lea & Febiger, 1975, 153p.

SEQUEIRA, T.; VILANOVA, M.; LOBO-DA-CUNHA, A.; BALDAIA, L.; ARLA-

CHAVES, M. Flow cytometric analysis of molt-related changes in haemocyte type in



67

male and female Penaeus japonicus. Biological Bulletin, Woods Hole, v.189, p.376-
380. 1995.

SILVA, P. Drogas anticoagulantes. In: SILVA, P. Farmacologia. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan SA, 2006. p.535-542.

SILVA, V. A. Estudo anatomopatolégico da Mionecrose Infecciosa Viral (IMNYV)
no camarao cultivado, Litopenaeus vannamei, em Pernambuco, Brasil. Dissertacao
(Mestrado em Recursos Pesqueiros e Aqiiicultura). 2007a, 56f. Universidade Federal
Rural de Pernambuco. Recife.

SILVA, R.P.P. Fatores interferentes na ocorréncia da vibriose em camarao
marinho cultivado (Litopenaeus vannamei, Boone 1931) no litoral sul de
Pernambuco. Dissertacdo (Mestrado em Recursos Pesqueiros e Agiiicultura). 2007b,
45f. Universidade Federal Rural de Pernambuco. Recife.

SODERHALL, K.; CERENIUS, L. Crustaceans immunity. Annual Review of Fish
Disease, [s.1.], v.2, p. 3-23. 1992.

VAN DE BRAAK, C.B.T. Haemocytic defence in black tiger shrimp (Penaeus
monodon). Thesis, Wageningen, 2002. 168p. Wageningen University.

VAN DE BRAAK, C.B.T.; FABER, R.; BOON, J.H. Celular and humoral
characteristics of Penaeus Monodon (Fabricius, 1798) haemolymph. Comparative
Hematology International, London: Springer-Verlag, v.6, p.194-203. 1996.

WANG, L.U.; CHEN, J.C. The immune response of the white shrimp Litopenaeus
vannamei and susceptibility to Vibrio alginolyticus at different salinity levels. Fish and

Shellfish Immunology, Aberdeen: Academic press, v.18, p. 269-278. 2005.



68

Tabela 1: Média dos valores obtidos na contagem total de hemdcitos (CTH) em hemolinfa de

camardes Lifopenaeus vannamei associado aos valores preconizados pelo Centro de

Servicos para la Acuacultura — CSA.

Média dos valores da

Valores preconizados para

peneideos pelo CSA (2006)

CTH Anticoagulante e ITC*
(cel /mm’) CTH (cel/mm’) Conceito
(3,83 0,62 x 10° EDTA/ITCs,’
<5x 10° Muito baixo
(4,62+7,90% x 10° Citrato/ ITCsp"
(5,95 +0,97%) x 10° EDTA/ITC 5x10° Baixo
(19,64 + 2,20 x 10° Citrato/ ITCgy’ 15-20 x 10° Bom

“ITC — Intervalo de tempo entre contagens; "ITCs, — Contagem realizada apés intervalo de cinco horas;

‘ITCy, — Contagem realizada imediatamente apés a coleta; “Valores validos para um intervalo de

confiabilidade de 95%
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Tabela 2: Relagio entre a média da contagem total de hemécitos (CTH) por cel/mm’/dia e sexo
de camardes Litopenaeus vannamei cultivados em Pernambuco durante dois ciclos de

cultivo.

Valores médios da CTH
(cel /mm*/dia) x 10*

43,74138 +8,025862°  macho

Sexo AC? Viveiro  Estacio do ano

. Citrato
4281034 +6,135057°  fémea .
b macho
2,836207 + 0,600575 A EDTA
3,551724 +0,652299°  fémea )
Verao
43,6927 +11,75111° macho ,
N Citrato
19,98946 + 5,365844°  fémea .
b macho
2,140954 + 1,929245 A LDTA
2,545505 + 0,332547° fémea
17,48416 + 5,541855° ~ macho ,
R Citrato
20,58824 +5,07994° fémea N
b macho
13,04864 + 8,176094 : EDTA
13,99321 + 4,768854°  fémea
Inverno
44,98824 +10,23237°  macho _
N Citrato
35,99295 + 11,29036°  femea .
b macho
25,6681 + 5,748041 LDTA

27,43966 + 8,686129 " fémea

*AC — anticoagulantes; "Valores vilidos para um intervalo de confiabilidade de 95%.
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Figura I: Relacdo entre a contagem total de hemdcitos, a idade e o sexo dos camardes cultivados no viveiro A
durante o inverno.
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addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all
affiliations with a lower-case superscript letter immediately after the author’s
name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of
each affiliation, including the country name, and, if available, the e-mail address
of each author.

2.1.6 Corresponding author. Clearly indicate who 1is willing to handle
correspondence at all stages of refereeing and publication, also post-publication.
Ensure that telephone and fax numbers (with country and area code) are
provided in addition to the e-mail address and the complete postal address.

2.1.7 Present/permanent address. If an author has moved since the work described in
the article was done, or was visiting at the time, a ‘Present address’ (or

‘Permanent address’) may be indicated as a footnote to that author’s name. The
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address at which the author actually did the work must be retained as the main,
affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

2.1.8 Abstract. A concise and factual abstract is required. The abstract should state
briefly the purpose of the research, the principal results and major conclusions.
An abstract is often presented separate from the article, so it must be able to
stand alone.

2.1.9 Keywords. Immediately after the abstract, provide 5-10 keywords, avoiding
general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, ‘and’, ‘of”).
Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field

may be eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

2.1.10 Subdivision of the article. Divide your article into clearly defined and
numbered sections. Subsections should be numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, .. .),
1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this numbering
also for internal cross-referencing: do not just refer to ‘the text’. Any subsection
may be given a brief heading. Each heading should appear on its own separate

line.

2.1.11 Footnotes. Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively
throughout the article, using superscript Arabic numbers. Many wordprocessors
build footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be the
case, indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes
themselves on a separate sheet at the end of the article. Do not include footnotes
in the Reference list.

2.1.12 Tables. Number tables consecutively in accordance with their appearance in
the text. Place footnotes to tables below the table body and indicate them with
superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables
and ensure that the data presented in tables do not duplicate results described
elsewhere in the article.

2.1.13 Nomenclature and units. Follow internationally accepted rules and
conventions: use the international system of units (SI). If other quantities are
mentioned, give their equivalent in SI.

2.1.14 DNA sequences and GenBank Accession numbers. Many Elsevier journals cite

“gene accession numbers’’ in their running text and footnotes. Gene accession
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numbers refer to genes or DNA sequences about which further information can
be found in the databases at the National Center for Biotechnical Information
(NCBI) at the National Library of Medicine. Elsevier authors wishing to enable
other scientists to use the accession numbers cited in their papers via links to

these sources, should type this information in the following manner:

For each and every accession number cited in an article, authors should type the
accession number in bold, underlined text. Letters in the accession number
should always be capitalised. (See Example below). This combination of letters
and format will enable Elsevier’s typesetters to recognise the relevant texts as
accession numbers and add the required link to GenBank’s sequences.
Example: “(GenBank accession nos. AI631510, AI631511, AI632198, and
BF223228), a B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank
accession no. BE675048), and a T-cell lymphoma (GenBank accession no.

AA361117)".

Authors are encouraged to check accession numbers used very carefully. An
error in a letter or number can result in a dead link. In the final version of
the printed article, the accession number text will not appear bold or underlined.
In the final version of the electronic copy, the accession number text will be
linked to the appropriate source in the NCBI databases enabling readers to go
directly to that source from the article.

2.2 Preparation of supplementary data.

Elsevier now accepts electronic supplementary material to support and enhance
your scientific research. Supplementary files offer the author additional possibilities to
publish supporting applications, movies, animation sequences, high-resolution images,
background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be
published online alongside the electronic version of your article in Elsevier web
products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that
your submitted material is directly usable, please ensure that data is provided in one of
our recommended file formats. Authors should submit the material in electronic format
together with the article and supply a concise and descriptive caption for each file. For

more detailed instructions please visit our Author Support
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http://www.elsevier.com/wps/find/journaldescription.cws_home/622832/authorinstructi
ons
2.3 Policy and ethics. The authors must state that their work adheres to the

appropriate national ethical review procedures.

3 REFERENCES

Please use the Vancouver reference system as shown by the examples below. In
the text references should be numbered consecutively within square brackets (e.g. [1]).
If you cite a reference more than once in the text, please use the same number each
time. References in the reference list should accord with the system in uniform
requirements for manuscripts submitted to biomedical journals (N Engl J Med
1991;34:424-428). Please ensure that references are complete and that all references that

appear in the text also appear in the list, and vice versa.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article.
J Sci Commun 2000;163:51-9.

Reference to a book:

[2] Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 3rd ed. New York: Macmillan;
1979.

Reference to a chapter in an edited book:

[3] Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In:
Jones BS, Smith RZ, editors. Introduction to the electronic age, New York: E-

Publishing Inc; 1999, p. 281-304.

Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than 6
authors the first 6 should be listed followed by ‘et al’. For further details you are

referred to “Uniform Requirements for Manuscripts submitted to Biomedical
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Journals”’ d Am Med Assoc 1997,277:927-934) (see also

http://www.nejm.org/general/text/requirements/1.htm).

4 PREPARATION OF ILLUSTRATIONS

4.1 Submitting your artwork in an electronic format helps us to produce your
work to the best possible standards, ensuring accuracy, clarity and a high

level of detail.
General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Save text in illustrations as “graphics’” or enclose the font.

* Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Helvetica,
Times, Symbol.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files, and supply a separate
listing of the files and the software used.

* Provide all illustrations as separate files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Produce images near to the desired size of the printed version.

4.2 A detailed guide on electronic artwork is available on our website.

4.3 Captions: Ensure that each illustration has a caption. Supply captions on a
separate sheet, not attached to the figure. A caption should comprise a brief title
(not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the
illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations
used.

4.4 If, together with your accepted article, you submit usable colour figures then
Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in
colour on the web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or
not these illustrations are reproduced in colour in the printed version. For colour
reproduction in print Elsevier will not charge authors for one page of colour per

paper, where it’s use is integral to useful illustration of the data. For more than
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one page of colour you will receive information regarding the costs from Elsevier
after receipt of your accepted article. For further information on the preparation of

electronic artwork, please see http://authors.elsevier.com/artwork.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting colour
figures to ‘grey scale’ (for the printed version should you not opt for colour in print)
please submit in addition usable black and white prints corresponding to all the colour

illustrations.

S PROOFS

One set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the corresponding
Author (if we do not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post).
Elsevier now sends PDF proofs which can be annotated; for this you will need to
download Adobe Reader version 7 (or higher) available free from
http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html. Instructions on how to annotate

PDF files will accompany the proofs.

If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the
corrections (including replies to the Query Form) and return to Elsevier in an e-mail.
Please list your corrections quoting line number. If, for any reason, this is not possible,
then mark the corrections and any other comments (including replies to the Query
Form) on a printout of your proof and return by fax, or scan the pages and e-mail, or by

post.

Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and
correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted
for publication will only be considered at this stage with permission from the Editor.
We will do everything possible to get your article published quickly and accurately.
Therefore, it is important to ensure that all of your corrections are sent back to us in one
communication: please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. Note that

Elsevier may proceed with the publication of your article if no response is received.
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6 OFFPRINTS

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via
e-mail or, alternatively, 25 free paper offprints. The PDF file is a watermarked version
of the published article and includes a cover sheet with the journal cover image and a

disclaimer outlining the terms and conditions of use.



