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RESUMO

Neste trabalho foram analisados a contagem total de hemocitos (CTH) e o tempo de coagulagdo. A
coleta dos camardes foi feita em uma fazenda situada em Aracati-CE. Foram amostrados 15
camardes, considerados com sinais caracteristicos de necrose muscular, e 15 sem sinais, por cada
grupo de peso médio (4,5, 6,7, 8,9 e 10 g). A contagem total de células e o tempo de coagulacado
obtiveram resultados estatisticamente diferentes, segundo ANOVA (a = 0,05), tanto entre os
diferentes grupos de peso, como também para os grupos sintomatico e assintomatico. Correlagdes
foram encontradas entre peso e CTH e tempo de coagulacdo e CTH, a primeira positiva (R = 0,58 e
R = 0,65 para os animais com sinais e sem sinais, respectivamente) e a segunda negativa (R =-0,22 e
R = -0,12). Os resultados encontrados para o grupo de camardes sem sinais de mionecrose, com
valores mais altos de CTH e valores menores de tempo de coagulagdo, confirmam uma melhor
condigdo desse grupo em combater a doenca causada por agente infeccioso, presente no ambiente
de cultivo. Ao contririo, o grupo dos camardes com sinais de mionecrose obteve um pior
desempenho nesta andlise imunolégica, confirmando o fato destes camardes estarem mais
debilitados e com menor capacidade de reacao do sistema imune.
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ANALYSIS OF TOTAL HEMOCYTES COUNTING AND CAPACITY OF HEMOLYMPH
COAGULATION OF SHRIMP Litopenaeus vannamei (BOONE, 1931) IN PONDS WITH
OCCURRENCE OF MYONECROSIS

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the total haemocytes counting (THC) and the coagulation
time of the haemolimph in shrimp Litopenaeus vannamei. The animals were analyzed from a farm
located in Aracati-CE, Brazil. Fifteen shrimps considered nonsymptomatic for myonecrosis, and
fifteen shrimps considered symptomatic, of each weight groups (5, 6, 7, 8, 9 and 10 g) had been
sampled. The total haemocyte counting (THC) and the coagulation time of haemolymph had some
different results according to the statistic test ANOVA (a < 0,05), among the different weight
groups, as also for symptomatic and nonsimptomatic ones. The results found for nonsimptomatic
shrimps, with generally higher THC and lower coagulation time values, suggest a better condition
of these animals, despite the presence of infectious agents in the culture environment. In contrast,
the symptomatic shrimps group had a worse performance in immunological analysis, reporting a
weaker condition of this group and lower reaction capacity of the immune system.
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INTRODUCAO

Os avangos tecnolégicos ocorridos nas tltimas
décadas pela aquicultura chamam a atengdo do
mundo para a potencialidade dessa atividade, a
qual deve contribuir cada vez mais com a
producdo de alimentos e suprir a demanda de
proteina animal que vem crescendo juntamente
com a populacéo global.

Um dos produtos mais importantes da
aquiicultura é o camardo marinho (ROCHA et al.,
2004). Desta forma, em todo o mundo, a
carcinicultura vem se desenvolvendo de forma
crescente  nos Ambitos econdmico e social,
especialmente em paises do Sudeste da Asia,
América Central e América do Sul. Porém, o ritmo
de desenvolvimento nessas regides tem diminuido
nos ultimos anos, em virtude principalmente do

surgimento de doengas de origem bacteriana e viral.

Em 2002 surgiu uma nova doenca causada
pelo Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV) e que
afetou inicialmente fazendas do Estado do Piaui.
A partir de 2003, essa doenca se alastrou por
praticamente todo o Nordeste, levando a uma
queda acentuada na produgdo, de 2003 para 2004,
e abalando a exportagdo de camardes brasileiros
de forma substancial (RODRIGUES, 2005). A
doenca causada pelo IMNV se desenvolve
especialmente em condigdes de estresse
ambiental, isto é, em condi¢des de ma qualidade
da agua. Os camarbes com essa enfermidade
apresentam perda da transparéncia do musculo
abdominal, a qual comega a partir do segundo ou
terceiro segmento e vai se estendendo em dire¢do
ao télson. Com o avango da doencga, a cauda do
camardo adquire aspecto leitoso (mionecrose),
chegando a apodrecer no estdgio mais avancado,
com a liquefagio dos musculos necrosados
(aparéncia de camardo cozido) (NUNES et al.,
2004). Em alguns outros paises, foram também
recentemente observados sinais  clinicos
semelhantes aos do IMNV em camardes de cultivo.
Em 2006, a presenca deste virus foi confirmada pela
primeira vez fora do Brasil, em viveiros da
Indonésia. Anélises posteriores revelaram uma alta
identidade (99,6%) da seqiiéncia génica do virus
diagnosticado na Indonésia com o IMNV brasileiro
(SENAPIN et al., 2007).

O  acompanhamento de  pardmetros
imunolégicos durante o cultivo pode funcionar
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como indicador do estado de satide dos camardes
(BARRACCO, 2004). Esses parametros sdo
afetados rapidamente pela resposta do sistema
imune frente a condi¢des ruins, como nos casos de
ma qualidade da agua ou manejo alimentar
ineficiente. Essas condic¢des
organismos cultivados, afetando o metabolismo, o
crescimento e o processo de ecdise, e tendo como
consequéncia o aumento da susceptibilidade
destes animais a doencas infecciosas. Sem o
acompanhamento  desses
problemas de satde geralmente s6 conseguem ser
detectados em um estagio j& avangado, quando o
crescimento dos camardes se compromete ou

debilitam os

parametros, 0s

quando comecam a aparecer mortos no viveiro.

Dentre os paradmetros imunolégicos, o
hemograma, o qual consiste nas contagens total e
diferencial de hemdcitos (CTH e CDH,
respectivamente), é um dos pardmetros mais
afetados por condices de estresse, quer seja
ambiental ou por infec¢des, ou pelo periodo de
ecdise (muda), servindo, portanto, como um
indicativo do estado de sadde do animal
(PERAZOLLO et al., 2002; SMITH e SODERHALL,
1983; TSING; ARCIER; BREHELIN, 1989).

O fato dos crustdceos apresentarem circulagao
aberta torna o sistema de coagulagdo um dos mais
importantes mecanismos de defesa para esses
animais, pois este sistema impede a perda
excessiva de hemolinfa e a disseminacdo de
patégenos  para dentro do  organismo
(BARRACCO, 2004). Em analises presuntivas, o
tempo de coagulacdo é um procedimento bastante
utilizado, sendo o tempo de 20 segundos tido
como padrdo para este tipo de analise,
funcionando como o limite de tolerdncia para
camardes sadios (PEREGRINO, 2005).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a
quantidade de hemdcitos e o tempo de coagulagido
da hemolinfa em camardes pesando de 5 a 10
gramas, aparentemente infectados com o IMNYV, o
qual se encontrava em surto no ambiente de cultivo.

MATERIAL E METODOS

Os camardes usados nesse estudo foram
coletados em uma fazenda localizada no
municipio de Aracati, Estado do Ceard, no
periodo de 12 a 16 de setembro de 2005. Para esta
coleta foram selecionados diferentes viveiros,
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apresentando camardes com pesos médios de
aproximadamente 5, 6, 7, 8, 9 e 10 gramas. Em
cada viveiro foram coletados 15 camardes com
sinais de necrose muscular (sintomaticos) e 15
camardes sem sinais de necrose muscular
(assintomaticos), totalizando 30 camardes por
grupo de peso. Foram, portanto, coletados 180
camardes em seis viveiros (um viveiro para cada
grupo de peso). Vale ressaltar que na época ainda
estava sendo preparado o protocolo de PCR para
a deteccdo do virus da Mionecrose Infecciosa
(IMNV), portanto, devido a necessidade de
avaliacido da mionecrose, esta foi baseada no
quadro sintomatolégico. Esse quadro
sintomatolégico obteve correspondéncia com os
achados através de andlise histopatoldgica
(MARTINS e GESTEIRA, 2006).

Os camardes foram coletados com tarrafa,
selecionados segundo a auséncia ou ndo de
sintomatologia de mionecrose, e levados em
baldes com agua para o laboratério de analises da
propria fazenda.

No laboratério da fazenda os camardes foram
mantidos nos baldes, sob aeragdo, e a coleta da
hemolinfa foi feita em seguida. Para a coleta, que
seria utilizada na CTH, foram utilizadas seringas
de 1 ml acrescidas de 50 pl de solugdo tamponada
Tris-HCI (Tris-HCl 0,01M; Sacarose 0,25M; Citrato
de Sédio 0,1M; pH 7,6 e formalina a 5%), usada
como anticoagulante na proporgdo de 1:1 (COSTA
et al., 2009). A hemolinfa foi retirada da regido
ventral do hemocelo, no inicio do primeiro
segmento abdominal de cada animal. O material
foi colocado individualmente em microtubos e
mantido sob refrigeracdo (HENNIG et al., 1999).

Em outros camardes, foram retiradas
amostras de hemolinfa sem anticoagulante,
também individualmente, para a andlise do tempo
de coagulacao. Este método empirico ndo é o mais
adequado para se avaliar o tempo de coagulagdo,
porém utilizamos esta técnica por ser bastante
usada entre os produtores, além de simples e
passivel de ser feita a campo. Neste procedimento,
foi extraida uma pequena quantidade de
hemolinfa e colocada sob uma ldmina, onde, com
a ponta da agulha da seringa, a amostra coletada
era esfregada contra a ldmina até que houvesse a
coagulacdo. O tempo era determinado com a
ajuda de um crondémetro.

A contagem total dos hemdcitos (CTH) foi
feita no laboratério do CEDECAM (Centro de
Diagnéstico de Enfermidades de Camarao
Marinho), no LABOMAR (Instituto de Ciéncias do
Mar), em Fortaleza. O transporte do material da
fazenda ao laboratério foi feito em caixas de
isopor com gelo para a manutencao da
temperatura. Ao chegar ao CEDECAM, as
amostras foram acondicionadas em geladeira. A
CTH foi determinada, individualmente, em
camara de Neubauer e microscopio Optico
comum, seguindo a metodologia usada na
contagem de células sanguineas humanas. Para
tal, as amostras foram diluidas de quatro a seis
vezes com a mesma solucdo tamponada citada
anteriormente.

Os dados referentes as contagens totais de
hemocitos e tempo de coagulagdio foram
submetidos ao teste-t dentro de cada grupo, a
analise de varidncia (ANOVA), entre os grupos, e

correlagdo (a < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A contagem total de hemocitos e o tempo de
coagulagdo da hemolinfa obtiveram alguns
resultados estatisticamente diferentes, segundo
teste-t (Figuras 1 e 2) e ANOVA (Tabela 1)
(a<0,05), entre os diferentes grupos de peso, e
também entre os grupos com sinais e sem sinais
de mionecrose. Neste ultimo, pode-se perceber
valores muito varidveis, mesmo dentro de um
mesmo grupo de camardes (altos desvios da
média), o que dificultou a avaliagio dos
resultados (Tabela 1).

No presente estudo, o CTH de dois grupos
dos camardes assintomaticos (6 e 9 gramas) se
manteve significativamente maior em
comparagdo ao grupo dos camardes sintomaticos
dos mesmos grupos (Figura 1), demonstrando
uma possivel melhor reacdo e maior resisténcia
daqueles grupos diante da presenca de agentes
infecciosos no ambiente. J& a tendéncia para
valores mais baixos de CTH, apresentada pelos
camardes sintométicos, pode indicar uma menor
capacidade de reacdo hemocitdria por parte do
sistema imune destes camardes. Essa aparente
menor capacidade pode ser resultado de uma
menor eficiéncia imunolégica, fator este de
ordem fisioldgica e/ou genética, prejudicada por

B. Inst. Pesca, Sao Paulo, 35(4): 545 - 551, 2009



548 COSTA e MARTINS

condicbes desfavoraveis de cultivo, que
implicariam em uma situacdo de estresse mais
agravante, demonstrando uma maior
suscetibilidade deste grupo a manifestar
mionecrose. Os resultados encontrados aqui
corroboram com outros resultados obtidos com

30 +
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camardes infectados pelo IMNV, onde os
camardes com sinais clinicos mais aparentes
(mionecrose em todo o abdémen) também
tinham valores de CTH mais baixos que os
camardes assintomaticos,

infectados (COSTA et al., 2009).

mesmo  estando
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Figura 1. Médias e desvios-padrdo da contagem total de hemécitos (CTH) para os diferentes grupos de peso

de camardes sintomadticos (n = 15) e assintomaticos (n = 15). Asteriscos indicam diferenca significativa

dentro de cada grupo
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Figura 2. Média e desvio padrao do tempo médio de coagulacdo para os diferentes grupos de peso de
camardes sintomaéticos (n = 15) e assintomaticos (n = 15). Asteriscos indicam diferenca significativa dentro

de cada grupo

Valores baixos de CTH resultam em uma maior
susceptibilidade a doengas infecciosas, e periodos
prolongados nessa situagao levam a uma deplecdo do
sistema imune, o que aumenta o risco de infecgdes
tanto por microrganismos patogénicos como por
microrganismos oportunistas (LE MOULLAC e
HAFENER, 2000; PERAZZOLO et al, 2002). Ao
contrdrio, uma maior quantidade de hemdcitos
presentes na circulagdo confere uma maior resisténcia
a patégenos (LE MOULLAC et al., 1998).
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A tendéncia demonstrada pelos camardes
que ndo apresentavam sinais de mionecrose,
geralmente com valores mais altos do CTH
podem ser decorrentes de uma maior
imunocompeténcia dos animais frente a
presenca de agentes patolégicos no ambiente,
pois um ndmero maior de hemocitos
circulantes sugere um maior grau de ativacdo
dos mesmos contra os processos infecciosos.
Portanto, para um bom funcionamento dos
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fatores celulares de defesa é importante ndo sé6
a quantidade de hemdcitos presentes na
circulagdo, mas também a intensidade de
resposta ao primeiro estimulo, resultando em

uma proliferacdo adequada para a manutengao
de niveis ideais do nimero de hemdcitos e
grau de ativacgdo das células (MALDONADO et
al., 2003).

Tabela 1. Resultados da analise de variancia (a< 0,05) do CTH e tempo de coagulagdo entre grupos de peso
sintométicos e assintomaticos para mionecrose. Letras diferentes indicam diferenca significativa

Grupos de CTH (x10° cél ml?) Tempo de coagulacao (seg)
peso () Sintomatico | Assintomatico | Sintomatico | Assintomatico

5 8,2312,92 6,84+1,22 32,73+18,82b 24,87+10,52
6 8,78+2,62 12,28+3,8> 19,33+10,32 13,67+6,120
7 10,20+4,82 13,60+4,9° 34,67+38,82p 14,736,420
8 11,64+3,4ab 10,263,220 45,07+47,5b 18,67+9,5%
9 14,70+4,8b< 21,24+4 4¢ 12,27+6,22 18,04+26,22b
10 16,34+5,8¢ 18,8945 4¢ 16+11,62 10,4742,9°

Os camardes assintomaticos dos grupos de 5 e
8 gramas apresentaram valores de CTH menores
que os dos camardes sintomadticos, porém sem
diferenca significativa (Figura 1). Esse resultado
pode indicar possiveis picos de atividade
microbiana e/ou viral no ambiente, o que
resultaria em um maior requerimento dos
hemécitos nas reacoes celulares para combater a
infeccdo, ou ainda, um aumento do nivel de
estresse dos animais com relagdo a outros fatores
ambientais presentes no cultivo naquele
momento.

Dados na literatura sobre tempo de
coagulagdo, avaliado por gotejamento sobre
lamina, sdo escassos devido, principalmente, a
este ser um procedimento empirico de campo,
utilizado para monitorar o estado de saude dos
animais. Normalmente os fatores que influenciam
o ndmero de hemdcitos também influenciam no
tempo de coagulagdo. Neste trabalho apenas um
grupo (8 gramas) que apresentava sinais de
mionecrose também apresentou um aumento
significativo no tempo de coagulagdio em
comparagao ao grupo dos camardes
assintomaticos (Figura 2). O tempo de coagulacao
utilizado como padrdo para camardes sadios foi
de 20 segundos (PEREGRINO, 2005). Dessa forma,
os camardes com sinais de mionecrose apresentou
o maior ntimero de grupos de peso com tempo de
coagulagdo acima desse limite (grupos 5, 7 e 8
gramas). O pico ocorreu no grupo 8 gramas, com
um tempo médio de 45 segundos.

Nao foram encontrados dados na literatura
que correlacione CTH e tempo de coagulagao. Foi
verificada, neste trabalho, uma pequena
correlagdo negativa entre estes dois pardmetros
nos camardes sintomaticos (R = -0,22, significativa
para n = 90). Como a enzima responsavel pela
indugdo do processo de coagulacao
(transglutaminase) (LEE e SODERHALL, 2002)
estd presente em hemocitos, essa correlacdo pode
indicar que uma menor quantidade de hemdcitos
na circulacdo prejudicaria os processos de
coagulagdo, aumentando o tempo de exposi¢do
dos organismos em casos de injuria. Esta situacao
resultaria numa menor capacidade do sistema de
defesa em proteger os organismos contra
patégenos presentes no meio.

CONCLUSOES

Os resultados encontrados nesse estudo, com
alguns grupos de camardes assintomédticos
apresentando valores mais altos de CTH e valores
menores de tempo de coagulacdo, podem indicar
uma melhor condicado desse grupo em combater o
agente patolégico presente no ambiente de
cultivo. A falta de sinais aparentes nao implica
que o camardo esteja livre de doengas, que pode
estar doente e conseguir conter a infecgdo. O
resultado obtido nesse trabalho sugere que
camardes de alguns grupos de peso, sem sinais
aparentes de mionecrose, possivelmente estavam
em melhores condigdes imunolégicas do que
aqueles com sinais evidentes da doenca, pelo
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menos ao que se refere a uma maior quantidade
de hemocitos circulantes e a uma melhor
capacidade coagulante da hemolinfa.

N

Quanto a correlacdo negativa encontrada
entre CTH e tempo de coagulacdo no grupo dos
camardes sintomaticos, ha necessidade de maiores
estudos, ja que para os camardes assintométicos
nao foi encontrada correlagdo neste trabalho.
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