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‘RESUMO

A carcinicultura brasileira tem se desenvolvido como um importante
agronegocio, especialmente na Regiao Nordeste. Entretanto, como em qualquer
cultivo animal, esta atividade enfrenta problemas com doencas, tanto de origem
bacteriana como viral, as quais afetam a producéo de forma significativa. A partir
de 2002 o cultivo de camaréo passou a lidar com mais um virus, posteriormente
identificado como o Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV). A avaliagdo de
parametros imunoldgicos funciona como um indicador das condi¢ées de salide e
de como a doenca evolui no organismo infectado. Os parametros analisados neste
trabalho foram a contagem total de hemécitos (CTH) e o tempo de coagulagéo. A
coleta dos animais foi feita na fazenda Compescal, em Aracati-CE. A amostragem
dos camardes foi feita de forma direcionada em viveiros pré-selecionados na
fazenda, ou seja, um viveiro em melhor estado e o outro em pior ,estado‘de
ocorréncia de mionecrose. Foram amostrados 15 camardes considerados
sintomaticos e 15 assintomaticos por cada faixa de peso (4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10g).A
contagem total de células e o tempo de coagulacdo obtiveram resultados
estatisticamente diferentes, segundo ANOVA (a =0,05), tanto entre as diferentes
faixas de peso, como também para os grupos sintomético e assintomatico.
Correlagées foram encontradas entre peso e CTH e tempo de coagulagéo e CTH,
a primeira positiva (R=0,58 e 0,65 para os sintomaticos e os assintomaticos,
respectivamente) e a segunda negativa (R= -0,22 e -0,12). Os resultados
encontrados para o grupo de camardes assintomaticos, com valores mais altos de
CTH e valores menores de tempo de coagulagdo, confirmam uma melhor
condicdo desse grupo em combater o virus presente no ambiente de cultivo. Ao
contrario, o grupo dos camardes sintomaticos obteve um pior desempenho na
andlise imunolégica, confirmando o fato destes serem camardes mais debilitados

e com menor capacidade de reacéo do sistema imune. -
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AVALIACAO IMUNOLOGICA DO CAMARAO Litopenaeus vannamei
(BOONE,1931) EM CULTIVOS COM OCORRENCIA DO VIiRUS DA
MIONECROSE INFECCIOSA (IMNV).

ANDREZZA MELO COSTA

1. INTRODUCAO

Os avangos tecnoldgicos ocorridos nas Ultimas décadas pela
aquicultura chamam a atencdo do mundo para a potencialidade dessa
atividade, a qual deve contribuir cada vez mais com a produgéo de alimentos e
suprir a demanda de proteina animal que vem crescendo juntamente com a
populagao global.

O produto mais importante da aquicultura é o camardo marinho
(ROCHA et al.‘, 2004). Desta forma, em todo 0 mundo, a carcinicultura vem se
desenvolvendo de forma bastante crescente nos ambitos econémico e social,
especialmente em paises do Sudeste da Asia, América Central e América do
Sul. Porém, o ritmo de desenvolvimento nessas regibes tem diminuido nos
Gltimos anos, em virtude principalmente da degradagdo ambiental e
aparecimento de doencas de origem bacteriana e viral. Esses s&o fatores que
progressivamente tém limitado o sucesso produtivo e econdmico da atividade. -

A intensificacdo da producdo e o uso de manejos inadequados
.agravam essa situagdo, trazendo a tona varios problemas de ordem ecolégica
‘e de sanidade dos organismos cultivados, afetando a sustentabilidade dessa
indUstria em varias regides de aglomeracgéo de fazendas.

De acordo com Bachére (2000), o desenvolvimento de melhores
manejos para a prevencdo de doencas e qualidade de efluentes se tornou
fundamental para garantir bons indices produtivos e, conseqlientemente, a
continuidade da atividade. Ainda segundo esta autora, a durabilidade e o
desenvolvirhento sustentavel da carcinicultura devem levar em conta o
equilibrio entre: 1) a qualidade do meio ambiente; Il) a prevencéo de doengas; e
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ll) o estado de salde do camardo. Os organismos aquéticos estdo
constantemente em contato com os microrganismos presentes na &gua, os
quais podem atuar como patégenos oportunistas e agirem quando os
organismos se encontram estressados ou debilitados, quer seja por fatores de
ordem fisica, quimica ou biolégica (nutricionais ou infecciosos) (HENNIG et
al.,1999; RAA et al., 1992).

Segundo Lightner (1992), ha um interesse crescente no conhecimento
dos mecanismos de defesa e do sistema imune de crusticeos devido a
necessidade de se reduzir a atuagdo de patégenos e os seus efeitbs. 0
conhecimento do sistema imunolégico de camardes, especialmente os
peneideos, os quais representam mais de 95% dos camardes cultivados
(SUBASINGHE et al., 1998), se torna cada vez mais essencial. Portanto,
desenvolver técnicas de avaliagdo e monitoramento do estado ae saude de
camarbes cultivados, detectando condigbes anormais o quanto antes, pode
ajudar muito na prevencdo e no controle de doengas antes do seu
estabelecimento, garéntindo, dessa forma, a sobrevivéncia dessa atividade a
longo prazo. '

O acompanhamento de parametros imunolédgicos durante o cultivo
pode funcionar como indicador do estado de salde dos camarbes
(BARRACCO, 2004). Esses parametros s&@o afetados rapidamente pela
resposta do sistema imune frente a condicdes ruins, como nos casos de ma
qualidade da agua ou manejo alimentar ineficiente. Esses condicdes debilitam
os organismos cultivados, afetando o metabolismo, o crescimento e o processo
de ecdise, e tendo como conseqiiéncia o aumento da susceptibilidade destes
animais a doengas infecciosas. Sem o acompanhamento desses parametros os
problemas de salide geralmente s6 conseguem ser detectados em um estagio
ja avangado, quando o crescimento dos camarbes se compromete ou quando
eles comegam a aparecer mortos no viveiro.

O objetivo deste trabalho foi relacionar a quantidade de hemécitos e o
tempo de coagulagéo da hemolinfa em camarées nas faixas de peso de 5 a 10
gramas e a susceptibilidade desses animais ao virus do IMNV presente no
ambiente de cultivo. Ao mesmo tempo pretendeu se verificar de que forma
ocorre a proliferagdo das células diante de uma possivel infecgdo pelo virus

presente nesse ambiente.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV)

As doengas do tipo viral sdo as que mais afetam a produgdo de
camarbes, ocasionando graves perdas nesta atividade. O Virus da Mancha
Branca, por exemplo, ha alguns anos, devastou a produgdo de paises de
importancia nesse mercado, como o Equador (CALDERON et al., 1999).

Em 2002 surgiu um novo virus, o Virus da Mionecrose Infecciosa
(IMNV), que afetou inicialmente fazendas do Estado do Piauf. A partir de 2003
essa doenga se alastrou por praticamente todo o Nordeste, levando a uma
queda acentuada na producéo, de 2003 para 2004, e abalando a exportacao
de camardes brasileiros de forma substancial (RODRIGUES, 2005).

Como pode ser observado no Quadro 1, os estados mais afetados em
diminuicdo do volume de producéo foram os principais estados produtores (Rio
Grande do Norte, Ceara e Piaui). Os estados que tiveram sua produgdo
aumentada, provavelmente devido a um desenvolvimento da atividade nesses
locais, ndo conseguiram evitar a queda da producéo total. Segundo o técnico
da ABCC Glauber Carvalho (comunicagao pessoal), em 2005 a produgéo ficou
em 70.000 toneladas, caindo ainda 7,78% em relacéo a 2004.

A doenga causada pelo IMNV se desenvolve especialmente em
condigcbes de estresse ambiental, isto &, em condigbes de méa qualidade da
agua. ‘

Os camardes 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 direcéo ao télson (Figura 1). Com o
avango da doenga, a cauda do camar&o adquire aspecto leitoso, chegando a
apodrecer no estagio mais avangado, com a liquefagdo dos musculos
necrosados (aparéncia de camarao cozido). Outros sintomas do IMNV s&o:
reducéo da atividade alimentar, dificuldade de endurecimento da carapaca ou
carapaca “frouxa”, natagdo erratica e os animais podem apresentar intestino

deformado (em forma de “S”). Além disso, os camardes passam a apresentar
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uma curvatura rigida no musculo abdominal (“grampam”), o que .ocorre
facilmente durante manejo (NUNES; MARTINS; GESTEIRA, 2004).

Esses mesmos autores informam que quando surgiu a doen§a 0s
camardes s6 comegavam a apresentar os sinais clinicos a partir de 7 gramas.
Atualmente, até mesmo pés-larvas ja podem apresentar esses sinais, sendo
que surtos somente sdo observados em camarbes em periodo de cultivo
adiantado.

Os mesmos autores ainda citaram que nos cultivos afetados por esse
virus os camardes tém sua sobrevivéncia final diminuida de 20% a 50% sobre
as taxas histéricas, sendo que as mortalidades se acentuam ao longo dos

ciclos subseqiientes.

4

Quadro 1: Dados comparétivos da carcinicultura brasileira por Esfado entre os
anos de 2003 e 2004.

ESTADO Censo 2003 Censo 2004 VARIACAO
PRODUCAO PRODUCAO (%)
(ton)- (ton)

MA 706 226 -67,99
PA 324 242 -25,30
CE 25.915 19.405 -25,12
Pl 3.309 2.541 -23,20
PE 5.831 4.531 -22,29
AL 130 102 -21,54
PR 390 310 -20,51
RN 37.437 30.807 -17,79
PB 3.323 2.963 -10,83
BA - 8.211 7.577 -7,72
ES 370 7 7 0
SE 947 2.543 +168,53
RS 3 20 ‘+566,67

TOTAL | 90.190 75.904 -15,84

Fonte: RODRIGUES (2005) (modificado)
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Figura 1: Camarao infectado pelo IMNV

2.2. Os Hemaécitos

O sistema imune de crustaceos ndo € especifico e ndao possui
nenhuma capacidade de memodria, portanto, ele nao apresenta imunidade
adquirida. Apesar disso, ele é considerado um sistema complexo, eficiente e
altamente desenvolvido (SMITH, 1991).

Para manter a individualidade biologica do organismo, o sistema imune
dos crustaceos faz uso de componentes humorais e celulares do sistema
circulatério, os quais atuam em conjunto para a deteccdo e eliminacdo de
agentes estranhos de seus tecidos que sejam potencialmente infecciosos. A
patogenicidade do organismo invasor depende do grau de habilidade do
hospedeiro em ativar seus mecanismos de defesa e combater o agente
estranho (BARRACCO, 2004).

O sistema circulatério dos crustéaceos € aberto, e as células deste
sistema, os hemdcitos, sdo analogas aos glébulos brancos dos vertebrados
(SODERHALL; CERENIUS, 1992; SODERHALL; SMITH, 1983; ROCH, 1999).
A resposta inicial do sistema imune envolve o reconhecimento imediato de
elementos estranhos por moléculas que interagem com os hemdcitos e os
ativa. Os hemdcitos, portanto, atuam de forma essencial nas reacoes

imunitarias, sendo também responsaveis por processos como fagocitose de
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microrganismos invasores, a imobilizagéo destes pela formagéo de nédulos, a
encapsulagdo de microrganismos maiores, além de coagulacéo, citotoxidade e
producdo de melanina pela ativacdo do sistema profenoléxidase (proPO)
(SODERHALL; CERENIUS, 1992).

O sistema proPO é uma cascata proteolitica que leva a sintese de
melanina, gerando substéncias tdxicas que auxiliam na eliminagdo de
microrganismos invasores (BARRACCO, 2004). Mais de 90% da atividade da
enzima fenoloxidase foi encontrada nos hemocitos do camarao
Farfantepenaeus paulensis (PERAZZOLO; BARRACCO, 1997). Os hemacitos
também sintetizam e liberam peptideos com atividade antibacteriana e
antifigica (CHISHOLM; SMITH, 1992; DEXTOMIEUX et al.,1997), aglutininas e
a 2-macroglobulinas (RODRIGUEZ et al.,1995). O conhecimento do
comportamento dos diferentes tipos de hemocitos nestes!: processos
proporciona a identificacdo da fungcdo de cada tipo celular e uma possivel
comparagdo com outras espécies de crustaceos.

Segundo Bauchau (1981), existem trés tipos de hemdcitos presentes
na hemolinfa de crustaceos: os hemécitos hialinos, os semigranulares e os
granulares. As fungdes de cada tipo celular encontra-se no Quadro 2.

De acordo com critérios morfolégicos, os hemacitos diferem entre si
pelo tamanho, estrutura e granularidade (SEQUEIRA et al, 1995). Os
hemécitos hialinos sdo células pequenas, quando comparadas as granulares
(5-14 um de comprimento x 4-7 pm de largura), de formato oval, circular ou
fusiforme, possuem citoplasma delgado e basdfilo, um ndcleo grande (3-7 um)
e central, ocupando quase toda a célula, auséncia de grénulos e presenga de
depositos de glicoproteinas (HOSE; MARTIN; GERARD, 1990; LE MOULLAC
et al., 1997; GARGIONI; BARRACCO, 1 998; RENDON; BALCAZAR, 2003).

Os hemécitos semigranulares s&o células maiores (9-18 um de comprimento X
6-8 um de largura), de formato ovoide ou fusiforme, apresentam nucleo
pequeno (3-4 um) e esférico, e ocorre a presen§a de numerosos pequenos
grénulos'arredondados. Os hemdécitos granulares sao células grandes (9-18 pm
de comprimento x 7-10 pym de largura), de formato circular ou ovdide,
apresentam somente grénulos grandes (maiores que os encontrados nos
semigranulares), os quais preenchem quése que totalmente o citoplasma,

podendo até encobrir o ndcleo. Além disso, possuem alta relagéo niicleo-
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citoplasma e apresentam inclusdes e ribossomos livres no citoplasma (HOSE;
MARTIN; GERARD, 1990; LE MOULLAC et al, 1997, GARGIONI;
BARRACCO, 1998; RENDON; BALCAZAR, 2003). e

Quadro 2: Tipos e fungdes dos hemacitos.

TIPO DE HEMOCITO FUNCOES REFERENCIAS

Fagocitose em algumas SODERHALL: CERENIUS
espécies de caranguejos e | (1992).

HIALINO lagostins;
Coagulacgao. : OMORI; MARTIN; HOSE,
: (1989).
Reconhecimento de JOHANSSON;

particulas estranhas e SODERHALL (1985).
ativacao do sistema :

proPO;
Fagocitose; BACHERE; MIALHE;
RODRIGUEZ (1995);
SEMIGRANULAR GARGIONI; BARRACCO
(1998).
Citotoxidade; SODERHALL et al.(1985).
Encapsulag&o; BACHERE et al.(1995).

Liberagéo de peneidinas e |DESTOUMIEUX et al.
peptideos antimicrobianos. | (2000).

Estocagem e liberagcdo do |BACHERE et al. (1995).
sistema proPO;

Fagocitose; GARGIONI; BARRACCO
(1998); HOSE; MARTIN
(1989).

GRANULAR
Formagéo de nodulos e HOSE; MARTIN;
capsulas e produgéo de GERARD (1990); VAN DE
substancias téxicas e BRAAK et al. (2002b).
microbicidas; '

Sintese e armazenagem |DESTOUMIEUX et al.
de peneidinas. (2000).

Quanto a refragdo no microscoépio de contraste de fases, os hialinos

nao apresentam refratdncia, enquanto que os granuiares s&o bastante
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refratados, dificultando a observacdo do nlcleo. Os semigranulares tém
refratdncia moderada (HOSE; MARTIN; GERARD, 1990; GARGIONI;
BARRACCO, 1998; LE MOULLAC et al., 1997; RENDON; BALCAZAR, 2003).
As similaridades morfolégicas e funcionais entre os hemécitos semigranulares
e granulares e a ocorréncia de formas de transigéo entre estes tipos celulares,
levam a crer que eles sejam diferentes estagios de desenvolvimento de uma
mesma linha celular (GARGIONI; BARRACCO, 1998).

Nos hemdcitos granulares, substancias como peroxinectina,
lipopolissacarideos e proteina fixadora de R-glucanos, fazem com que eles
reconhegam microrganismos ou parasitas como estranhos e liberem as
enzimas que constituem o sistema proPO por exocitose, além de uma série de
proteinas que estimulam os processos de fagocitose, encapsulagéo e
coagulagdo. Essa liberagdo também ocorre com hemocitos serﬁigranulares,
mas em um nivel menor (SMITH; SODERHALL, 1983; SODERHALL;
CERENIUS, 1998).

A presenca dessas substancias estimulantes também pode causar a
proliferagao de hemdcitos, como visto em Marsupenaeus japonicus quando
estimulados com lipopolissacarideos (LPS) (SEQUEIRA; TAVARES; ARALA-
CHAVES, 1996). O contato com substancias como os LPS e beta-glucanos
ativam as funcgdes celulares de defesa, inclusive a coagulacdo (VARGAS-
ALBORES; YEPIZ-PLASCENCIA, 2000).

2.3. Contagem de Hemécitos

Dentre os parametros imunolégicos, o hemograma, o qual consiste nas
contagens total e diferencial de hemécitos (CTH e CDH, respectivamente), é
um dos parametros mais afetados por condigées de estresse, quer seja
ambiental, ou por infecgdes, ou pelo periodo de ecdise (muda), servindo,
portanto, como um indicativo do estado de salde do animal (PERAZOLLO et
al., 2002; SMITH; SODERHALL, 1983; TSING; ARCIER; BREHELIN,1989). O
hemograma avalia a propor¢éo e o numero de hemécitos presentes no plasma
e permite verificar o efeito dos fatores ambientais ou condigbes de manejo que
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possam levar a um estado de estresse ou deficiéncia imunolégica (BAC'HERE;
MIALHE; RODRIGUEZ (1995). |

Em situag&o constante de baixos niveis de oxigénio dissolvido na agua
e niveis elevados de aménia, por exemplo, o CTH & diminuido e a atividade
fagocitica se torna menos eficiente, levando a um aumento da sensibilidade a
patdgenos. Durante condigbes de hipoxia o numero de células diminui,
provavelmente em conseqliéncia da imobilizacdo destas na regido das
branquias (CHENG ef al, 2002; LE MOULLAC et al., 1998; LE MOULLAC;
HAFFNER, 2000). Redugbes na salinidade também diminuem o nimero de
hemadcitos, mas nesse caso em algumas semanas os valores tendem a se
normalizar (PERAZZOLO ef al., 2002). A atividade mitética do tecido
hematopoiético, isto &, a produgdo de hemdcitos, também é reduzida em
temperaturas mais baixas (LE MOULLAC & HAFFNER, 2000).

Em um desafio contra o Virus da Mancha Branca (WSSV) realizado
em familias consideradas resistentes e familias consideradas susceptiveis da
espécie Litopenaeus vannamei, ocorreu uma grande variagéo tanto do nimero
total de hemdcitos, como na propor¢do entre os tipos de hemocitos, obtendo
cofno resultado uma rapida proliferacdo das células nas familias resistentes, o
que ndo aconteceu na mesma intensidade com familias consideradas
susceptiveis. A répida proliferacéo de hemécitos comprovaria a caracteristica
de resisténcia da primeiré familia (MALDONADO et al., 2003).

Sequeira, Tavares e Arala-Chaves (1996) evidenciaram a proliferagéo
de hemécitos livres no citoplasma, ou seja, fora do tecido hematopoiético,
como sendo um estimulo causado pelo reconhecimento do néo proprio pelas
células circulantes. Segundo esses autores, esse comportamento parece estar
associado a um mecanismo compensatoério dos hemacitos na medida em que
ocorrem perdas quando estes se envolvem na defesa do organismo na

presenca de um agente patégeno.
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2.4. Sistema de Coagulacao

O fato dos crustaceos apresentarem circulagéo aberta torna o sistema
de coagulacdo um dos mais importantes mecanismos de defesa para esses
animais, pois este sistema impede a perda excessiva de hemolinfa e a
disseminacéo de patégenos para dentro do organismo (BARRACCO, 2004). No
ponto de coagulagao (local do ferimento) ocorre uma agregagéo de hemécitos,
os quais formam uma barreira até a constituicdo de uma nova cuticula
(BAUCHAU, 1981). A rapidez e a eficiéncia na formagéo da barreira (tempo de
coagulacédo) devem resultar numa melhor sobrevivéncia dos animais quando
em contato com agentes patégenos (THEOPOLD et al., 2004).

Em andlises presuntivas o tempo de coagulagdo € um ;:;rocedimento
bastante utilizado, sendo o tempo de 20 segundos tido como padrdo para este

tipo de analise, funcionando como o limite de tolerancia para camardes sadios
(PEREGRINO, 2005).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta dos Animais

Os camardes usados nesse estudo foram coletados na fazénda
COMPESCAL (Comércio de Pescado Aracatiense LTDA), localizada no
municipio de Aracati, Estado do Cearé, no periodo de 12 a 16 de setembro de
2005. Para esta coleta foram selecionados diferentes viveiros apresentando
camarbdes com pesos nas faixas de 5, 6, 7, 8, 9 e 10 gramas. Dentro de cada
faixa de peso foram selecionados um viveiro que apresentasse mais camardes
com sinais clinicos de IMNV (sintomaticos) e outro que apresentasse menos
camardes com esses sinais (assintomaticos). Em cada viveiro foram coletados
15 animais, totalizando 30 camardes por faixa de peso. Foram, portanto,
coletados 180 camardes de 12 viveiros (dois viveiros para cada faixa de peso).
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Os camardes foram coletados com tarrafa, selecionados segundo o
grau de sanidade e levados em baldes com agua para o laboratério de analises

da prépria fazenda.

3.2. Coleta da Hemolinfa para a Contagem Total de Células

No laboratério da fazenda os camardes foram mantidos nos baldes sob
aeragao e a coleta da hemolinfa foi feita logo em seguida. Para esta coleta
foram utilizadas seringas de 1 ml acrescidas de 0,05 ml de solugdo tamponada
Tris-HCL 1M (Tris-HCI 0,01M; Sacarose 0,25M; Citrato de Sédio 0,1M; pH 7,6 e
formalina a 5%), usada como anticoagulante na proporgcao de 1:1, isto &, 0,05
ml de anticoagulante para cada 0,05 ml de hemolinfa retirada. A hemolinfa foi
retirada da regido ventral do hemocelo no inicio do primeiro segmento
abdominal (Figura 2). O material foi colocado em tubos de Eppendorf e mantido
sob refrigeracao (HENNIG et al., 1999).

Figura 2: Retirada de hemolinfa da regiao ventral do camarao.
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3.3. Medida do Tempo de Coagulagcao da Hemolinfa

Para todo camarao o qual foi retirada a amostra de hemolinfa com o
anticoagulante, o mesmo era submetido a mais uma retirada com outra seringa
sem anticoagulante para a analise do tempo de coagulagdo. Neste
procedimento foi extraida uma pequena quantidade de hemolinfa e colocada
sob uma Iamina, onde, com a ponta da agulha da seringa a amostra coletada
era esfregada contra a lamina até que houvesse a coagulacdo (Figura 3). O
tempo era determinado com a ajuda de um cronémetro.

Figura 3: Acompanhamento da coagulagao da hemolinfa.
3.4. Contagem do Numero Total de Células

A contagem total das células (CTH) foi feita no laboratério do
CEDECAM (Centro de Diagndstico 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.
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Para a analise as amostras foram diluidas com a solucéo tamponada
anteriormente citada segundo a quantidade de hemoécitos da amostra (diluicao
de 4 a 6 vezes). |

No momento da contagem, sub-amostras foram colocadas numa
camara de Neubauer (hemocitémetro), uma de cada vez, e analisadas ao
microscopio o6ptico comum. O procedimento para a contagem total de
hemdcitos €& semelhante aquele usado para a contagem de células sanguineas

humanas.

3.5. Analises Estatisticas

Os dados referentes as contagens e tempo de coagulagdo foram
organizados em planilhas eletrénicas e posteriormente submetidos a analises
de varidncia (ANOVA) e correlacéo (a = 0,05).

4. RESULTADOS

Neste estudo, a contagem total de células (CTH) do grupo dos
camardes assintomaticos se manteve quase sempre maior em comparagéo ao
grupo dos camardes sintomaticos, como pode ser observado na Figura 4.
Somente nas faixas de peso de 5 e 8 gramas o valor médio do CTH foi maior
para o grupo sintomético. J& o desvio-padrdo se manteve relativamente alto,
porém-com valores aproximados entre os dois grupos gerais estudados.

O CTH obteve resultados estatisticamente. diferentes, segundo ANOVA
(a =0,05), tanto entre as diferentes faixas de peso, como ‘também para os

grupos sintomatico e assintomatico.
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Figura 4: Grafico com as médias e desvios-padrao (dp) para o CTH
das diferentes faixas de peso entre o0s grupos sintomatico e
assintomatico.

Para o tempo de coagulacéo, o grupo dos camardes sintomaticos
apresentaram valores maiores com relagéo ao grupo dos assintomaticos, com
excecdo para os camardes na faixa de 9 gramas. Para o0s dois grupos
estudados, seus valores foram considerados estatisticamente diferentes em
todas as faixas de peso (ANOVA, a =0,05). Valores mais altos foram
observados para as faixas de 5, 7 e 8 gramas. Apos a faixa de 8 gramas houve
uma queda bastante acentuada dos valores no grupo dos camardes
sintomaticos, passando inclusive a ficar menor que o grupo dos assintomaticos
na faixa de 9 gramas, mas com um posterior aumento na faixa de 10 gramas
(Figura 5).

O numero total de células aumentou progressivamente com o aumento
de peso (Quadro 3), tendo sido encontrada uma correlacéo direta relativamente
alta (R=0,58 e 0,65 para os sintomaticos e os assintomaticos, respectivamente)
entre peso e CTH. Ja com relagao ao tempo de coagulacéo, nao foi encontrado
nenhum padréao relacionado ao peso dos camardes, tendo sido encontrado
somente uma correlagao negativa (R= -0,22 para os camardes sintomaticos)

entre CTH e tempo de coagulacéo, significativa para n= 90 (R critico = 0,20).
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Figura 5: Grafico representativo do tempo médio de coagulacao para
as diferentes faixas de peso dos grupos sintomatico e assintomatico.

Com relacdo aos dois tipos de analise, CTH e tempo de coagulagdo, os
valores do F calculado para o CTH foram maiores que os valores do F para o

tempo de coagulacédo, em comparacdo aos valores criticos (Quadro 4).

Quadro 3: Valores médios de CTH e tempo de coagulacdo para camardes
sintomaticos e assintomaticos nas diferentes faixas de peso analisadas.

Faixas de CTH (x10°%cél/ml) Tempo de coagulacao (s)
Peso (9) Sint. Assint. Sint. Assint.
5 H599 8,23 +2,90 | 6,84+1,25 |32,73+18,75| 24,87+10,52
6 6,99 8,78+2,64 | 12,27+3,82 |19,33+10,33| 13,67+6,14
7 7,99 10,20+4,75 | 13,60+4,87 | 34,67+38,35| 14,73+6,37
8 18,99 11,64+3,41 | 10,26+3,16 |45,07+47,50| 18,67+9,48
9 9,99 14,70+4,79 | 21,24+4,45 | 12,27+6,18 | 18,04+26,17
10 —1 10,99 | 16,34+5,77 | 18,89+5,43 |16,00+11,57 | 10,47+2,88
Quadro 4: Resultados da analise de variancia.
Tempo de
Fonte de Variagcao CTH coagulacao GL. | Font.
F calc.
Sint./ Assint. 12,50 ga81 - 1 3,24
Faixas de peso 22,69 4,05 2,21
Interacao 4,33 225 2,21
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5. DISCUSSAO

Neste estudo, o CTH do grupo dos camardes assintomaticos se
manteve quase sempre maior em comparag¢do ao grupo dos camardes
sintomaticos, demonstrando provavelmente uma melhor reacdo e uma maior
resisténcia daquele grupo diante da presenga do virus no ambiente. Ja os
valores mais baixos de CTH apresentados pelos camardes sintomaticos podem
indicar uma menor capacidade de reagéo hemocitaria deste grupo diante da
doenca. Essa aparente menor capacidade pode ser resultado tanto de uma
menor eficiéncia imunoldgica, fator este de ordem fisiolégica e/ ou genética,
como também pode resultar de condi¢cbes mais desfavoraveis de cultivo, que
implicariam em uma situacdo de estresse mais agravante a qual estaria
submetido este grupo. |

Valores baixos de CTH resultam em uma maior susceptibilidade a
doencas infecciosas, e periodos prolongados nessa situacdo levam a uma
deplecdo do sistema imune, o que aumenta o risco de infecgbes tanto por
microrganismos patogénicos como por microrganismos oportunistas (LE
MOULLAC; HAFFNER, 2000; PERAZZOLO et al., 2002). Ao contrario, uma
maior quantidade de hemécitos presentes na circulacdo confere uma maior
resisténcia a patégenos (LE MOULLAC et al., 1998).

Persson, Cerenius e Sdderhéll (1987) apontaram um aumento na
susceptibilidade a infecgdo apdés uma redugdo experimental (induzida) do
nimero de hemoécitos em Pacifastacus leniusculus, indicando o importante
envolvimento destas células no reconhecimento do nao-préprio. Com menos
hemocitos circulantes o sistema de defesa fica debilitado e os animais
sucumbem aos agentes patogenos, gerando processos infecciosos.

Durante infeccdes, os valores de CTH tendem primeiramente a
diminuir, devido a migracdo das células para os tecidos infectados, ou a
exploséo celular (pela producdo de espécies ativas de oxigénio nos processos
de fagocitose), ou ainda devido a apoptose induzida pelo virus. A resposta
imunolégica a curto prazo &, portanto, a diminuicdo do CTH. Apds o periodo
inicial de diminuigéo, ocorre um aumento do nimero de hemécitos, resultantes

da producdo de novas células pelo tecido hematopoiético ou pelas proprias
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células circulantes. Esse aumento no CTH traria como conseqiiéncia um
aumento de efetores imunolégigos e, portanto, da capacidade do hospedeiro
em combater a infeccdo. Porém, o aumento ou a diminuicdo dos valores de
CTH depende diretamente do tempo a que os animais estdo submetidos aos
fatores estressantes e infectolégicos (BARRACCO, 2004; HENNIG et al., 1998;
JIRAVANICHPAISAL et al., 2001; VAN DE BRAAK et al., 2002b).

Valores mais altos do CTH resultaram numa melhora da capacidade
imunolégica dos animais frente a presenca do virus IMNV no ambiente. Nos
camarbes assintomaticos, isto &, nos camardes que ndo apresentavam
sintomas diante da presenga do virus, um ndmero géralmente maior de
hemocitos sugere um maior grau de ativagdo dos mesmos contra os processos
infecciosos. Portanto, para um bom funcionamento dos fatores celulares de
defesa é importante ndo s6 a quantidade de hemdcitos presentes na
circulagdo, mas também a intensidade de resposta ao primeiro estimulo,
resultando em uma proliferacdo adequada para a manutengdo de niveis ideais
do nimero de hemécitos e grau de ativagéo das células (MALDONADO et al.,
2003). o

Por dois momentos o grupo dos camarfes assintomaticos das faixas
de 5 e 8 gramas apresentaram valores de CTH menores que os dos camarbes
sintomaticos. Esse resultado pode indicar possiveis picos de atividade viral no
ambiente, o que resultaria num maior gasto de hemocitos para combater a
infeccéo, ou ainda um aumento do nivel de estresse dos animais com relagéo a
outros fatores ambientais presente no cultivo naquele momento.

Na maioria dos casos a diminuicdo do CTH esta associada a uma
diminuicéo significativa de hemécitos hialinos, enquanto o aumento se deve a
maior proliferacdo de hemacitos granulares e agranulares (LE MOULLAC et al.,
1997; LE MOULLAC et al., 1998).

Dados na literatura sobre tempo de coagulagdo sdo escassos, devido
principalmente a este ser um procedimento de campo utilizado para monitorar o
estado de salde dos animais. Normalmente os fatores que influenciam o
ndmero de hemocitos também influenciam no tempo de coagulagéo. Neste
trabalho os camardes que apresentavam sintomas da mionecrose geralmente

também apresentavam um maior tempo de coagulagdo em comparagao ao
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grupo dos camarbes assintomaticos. Para este Ultimo, os valores se
mantiveram baixos e préximos, ao longo das faixas de peso.

Num estudo feito com camardes infectados com WSSV o tempo de
coagulagdo aumentou significativamente no grupo de camardes infectados,
havendo inclusive grupos em que n&ao ocorreu coagulagdo apds 36 horas apoés
o inicio do processo infeccioso experimental (YOGANANDHAN;THIRUPATHI;
HAMEED, 2003).

O tempo de coagulacao utilizado como padrao para camardes sadios é
de 20 segundos (PEREGRINO, 2005). Dessa forma, o grupo dos camardes
sintomaticos obteve o maior nimeros de faixas de peso acima desse limite,
onde o pico aconteceu na faixa de 8 gramas com um tempo de 45 segundos.

Nao foram encontrados dados na literatura que correlacione CTH e
tempo de coagulagdo. A pequena correlagdo negativa entre estes dois
parametros encontrada neste trabalho (nos camarbes sintomaticos) pode
indicar que uma menor quantidade de hemacitos na circulagdo prejudicaria os
processos de coagulagdo, aumentando o tempo de exposicéo dos organismos
em casos de injuria. Esta situagdo resultaria numa menor capacidade do
sistema de defesa em proteger os organismos contra patégenos presentés no
meio.

Também foi encontrada correlagéo, nesse caso positiva, entre peso e
CTH. Essa correlagéo deixa claro que quanto maior o animal e mais volume
corporal ele contém, maior é a quantidade de células presentes nesse fluido.

Entre os dois parametros analisados, CTH e tempo de coagulagéo, os
resultados estatisticos do ANOVA, isto &, os valores do F calculado, foram bem
maiores para o CTH com relagéo aos valores criticos do que os resultados para
o tempo de coagulagdo, mostrando uma maior intensidade de resposta daquele
parametro do que este Gltimo na anélise imunoldgica. Isso da respaldo ao fato
de o CTH ser considerado um dos parametros mais sensiveis diante do estado
de salde do animal (PERAZOLLO et al., 2002; SMITH; SODERHALL, 1983;
TSING: ARCIER; BREHELIN,1989). Entretanto, o tempo de coagulagao
também se mostrou bastante aplicavel para estudos imunologicos.

Valores relativamente altos de desvio padrao em todos os grupos e

faixas estudados provavelmente se devem aos diferentes fatores ambientais e
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fisiolégicos a que os camardes estdo sujeitos diante de condicdes nao

controladas, como no caso dos viveiros.

6. CONCLUSOES

Os resultados encontrados para o grupo de camardes assintomaticos,
com valores mais altos de CTH e valores menores de tempo de coagulagio,
confirmam uma melhor condigéo desse grupo em combater o virus presente no
ambiente de cultivo. Em outras palavras, o grupo dos camardes
assintomaticos, devido a um melhor estado do sistema imune, conseguiu
resistir melhor a presenga do virus e, dessa forma nio desenvolveu sinais
clinicos da doenca. Ao contrario, o grupo dos camardes sintomaticos obteve
um pior desempenho na analise imunoldgica, confirmando o fato destes serem

camarbes mais debilitados e com menor capacidade de reagéo do sistema

imune.

LY

Quanto a correlagéo negativa encontrada entre CTH e tempo de
coagulacdo no grupo dos camardes sintomaticos, ha necessidade de mais
estudos a respeito deste aspecto, ja que para os camardes assintométicos nao

foi encontrada correlag@o neste trabalho.

7. RECOMENDAGCOES

Os resultados desse trabalho dao subsidio a importancia do
monitoramento e da manutengéo de um bom estado imunolégico dos camardes
em ambiente de cultivo. Portanto, o desenvolvimento de técnicas de analises
imunolégicas para serem aplicadas em programas de cultivo, poderia
proporcionar meios de fazer um acompanhamento da eficiéncia de resposta do
sistema imune frente a doencas e outras condigbes de estresse, tornando

possiveis avaliagbes periédicas do estado de salide dos animais cultivados.
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Na medida em que a selecdo e a obtengdo de camardes mais
resistentes se tornam cada vez mais cruciais para a sustentabilidade da
carcinicultura, a busca por formas de melhoramento do sistema imune, através
do uso de imunoestimulantes e melhoramento genético, requer o
desenvolvimento de pesquisas em imunologia, de forma a obter valores
padrées para os pardmetros utilizados nas analises imunolégicas diante de
situagbes presentes nos cultivos, como foi no caso deste trabalho, a presenca
do IMNV.
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