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RESUMO

Camarbes da espécie Litopenaeus vannamei foram alimentados por um periodo
de dois meses com duas ragdes, sendo uma com e outra sem vitamina C. Com
objetivo de avaliar a resposta imune e condigdo histolégica dos animais dois
parametros foram analisados: Contagem Total de Hemécitos por ml de hemolinfa
e histologia do hepatopancreas e tecido conjuntivo. Ao longo do periodo
experimental foram realizadas coletas quinzenais para extracdo de hemolinfa e
fixagdo em solugdo de Davidson. As contagens de hemodcitos mostraram
diferengas significativas (p < 0,05) entre os tratamentos a partir do 45° dia. O
numero médio de hemdcitos (x1 0° células/ml) dos camardes alimentados com a
racdo sem vitamina C foi 13,92 + 2,82 (13° dia), 12,48 + 6,85 (30° dia), 7,86 *
4,98 (45° dia) e 11,68 + 4,81 (60° dia). A quantidade de hemdcitos (x 10°
células/ml) dos camardes alimentados com a ragdo com vitamina C foi de 11,01
+ 4,38 (15° dia), 13,96 + 3,97 (30° dia) 14,36 £ 3,69 (45° dia) e 18,23 + 4,76 (60°
dia). As analises histolégicas revelaram poucas alteragdes, com excecédo de
alguns tubulos do hepatopancreas, que se mostraram expandidos € com suas
células secretoras de enzimas digestivas destruidas, também ocorreu pouca
perda de tecido conjuntivo. Esses resultados mostraram que os camardes
sofreram influéncia da caréncia de vitamina C em seu sistema imunolégico € na
constiticdo do hepatopancreas e tecido conjuntivo, mesmo sem ter apresentado

sinais externos da sua deficiéncia.



LISTA DE FIGURAS

Figura

1- Hemocitos presentes na hemolinfa do camardo Lifopenaeus
vannamei

2- Tanques utilizados no experimento

3- Coleta das sobras de ragao

4- Extracé@o de hemolinfa

5- Preparagao das amostras para contagem de hemocitos

6- Fixacdo em solugdo de Davidson

7- Laminas coradas pelo método H & E

8- Hepatopancreas de um camarao alimentado sem vitamina C

9- Auséncia de tecido conjuntivo entre os tubulos do
Hepatopancreas.

10- Resultado das biometrias realizadas ao longo do periodo
exprimental.

11- Resultado das contagens totais de hemécitos (x10° cel/mL)

Realizadas ao longo do periodo experimental.

Vil

Pagina

12
12
13
13
14
14
18
19

19

20



LISTA DE TABELAS

Tabela

1- Principais fungdes biolégicas das vitaminas, segundo ARANGO
(1999).

2- Classificagado e funcdo dos hemocitos encontrados em
crustaceos (NEWMAN & BULLIS, 2001).

3- Composicao basica da dieta administrada aos camardes.

4- Resultado das biometrias quinzenais realizadas ao longo do
ciclo experimental mostrando o ganho de peso dos animais.

5- Resultados das contagens totais de hemdcitos (x 10°
células/ml) realizadas nos individuos amostrados ao longo do
periodo experimental. Os valores representam média e desvio

padrao.

Vil

Pagina

10
16

17



AVALIACAO DA CONTAGEM TOTAL DE HEMOCITOS (CTH) E
HISTOPATOLOGIA DE CAMAROES DA ESPECIE LITOPENAEUS VANNAME!
(BOONE, 1931) ALIMENTADOS COM UMA RAGAO SEM VITAMINA C.

FRANCISCO ALEXSANDRO MARQUES CAVALCANTE

1-INTRODUGAO

1.1- Histoérico

O cultivo de camaro teve sua origem histérica no sudoeste da Asia, para
satisfazer as necessidades de subsisténcia da populagdo. La os pescadores
artesanais construiram diques de terra nas zonas costeiras para aprisionamento
de pos-larvas selvagens que habitavam as aguas estuarinas e o seu posterior
crescimento nas condigdes naturais prevalecentes. O regime de marés cuidava
do abastecimento e renovacdo da agua dos reservatérios superficiais (DPA,
2001).

A atividade se manteve por séculos com caracteristicas artesanais, até o
inicio da década de 30, quando o técnico japonés Motasaku Fujinaga conseguiu
fazer a desova em laboratorio da espécie Marsupenaeus japonicus (DPA, 2001).
Isso desencadeou o desenvolvimento da tecnologia de reproducédo de camardes
em cativeiro. Nos anos 70 houve uma ampla propagagao das técnicas industriais
de engorda em paises de regides tropicais e subtropicais. A partir de entdo a
carcinicultura marinha comegou a ganhar uma posi¢cdo de destaque no cenario
internacional. Nos anos 80, com uma crescente demanda e valor econdmico em
ascensao, a producdo de camardes em cativeiro evoluiu rapidamente (NUNES,
2002).

Hoje a atividade esta modernizada e opera em escala industrial em mais
de 50 paises, com uma producéo respondendo por quase metade do volume
pescado (NUNES, 2000).



Os principais mercados do camardo marinho cultivado estdo localizados
nos Estados Unidos, Japdo e paises da Europa Ocidental, notadamente
Espanha, Franca e Italia (ABCC, 2001).

Os primeiros experimentos com o camarao cultivado no Brasil datam da
década de 70 quando o governo do Rio Grande do Norte criou o “Projeto
Camardo” (DPA, 2001). Apds anos de fracassos com a tentativa da domesticacéo
da espécie exdtica Marsupenaeus faponicus e das espécies nativas (Lifopenaeus
subitilis, Litopenaeus paulensis, Lifopenaeus schimitti) a carcinicultura brasileira
alcangou o éxito com a domesticacédo da espécie exdtica Lifopenaeus vannamei,
que ja vinha sendo cultivada com sucesso ho Equador e Panama. A vantagem
dessa espécie em relacdo as demais esta na sua alta capacidade de adaptacdo
aos diferentes ecossistermas do hemisfério ocidental. Atualmente o Lifopenaues
vannamei € o camarao cultivado em todos os empreendimentos de carcinicultura
do pais.

No Brasil a producdo de camardo em cativeiro cresceu de 3.600 t. em
1997 para 60.000 t. em 2002, nesse ano o volume de exportagcdes foi da ordem
de 37.799 t. para uma receita de US$ 155 milhdes. Esses valores colocaram o
Brasil como maior produtor de camardo cultivado do Hemisfério Ocidental, a
frente do Equador e México que tradicionalmente ocupavam a primeira e a
segunda posicdes (ABCC, 2003).

A produgd@o nacional se concentra na regido Nordeste, responsavel por
96,5% da produgao total. No ano de 2002, o Estado do Ceara se destacou no
cenario nacional da carcinicultura como segundo maior produtor (16.383 1), lider
em produtividade (7.249 kg/ha/ano) e exportagdes (13.585,5 t.) com uma receita
de US$ 54,7 milhdes.

1.1- Alimentacdo e Nutricao

No inicio, o cultivo de camardo se caracterizava pelo uso de técnicas

artesanais. As larvas eram capturadas do préprio estuario, ndo havia qualquer



monitoramento dos parametros fisicos e quimicos da agua e o alimento
predominantemente consumido era composto por poliquetas, fito e zooplancton
presentes nos viveiros, hdo existindo naquela época uma industria voltada para a
producdo de alimentos para camarao, em todo o territério nacional.

Com o desenvolvimento e a intensificacdo da atividade surgiram as
primeiras fabricas de ragbes em escala comercial e, atualmente, cerca de oito
marcas estdo a disposicdo ho mercado nacional.

Devido a intensificagdo dos cultivos, o alimento natural contribui pouco
para o crescimento dos camardes, sendo, portanto de fundamental importancia o
uso de alimentos mais elaborados, que atendam as exigéncias nutricionais e
energéticas dos animais e sejam economicamente viaveis. Melhoras
significativas tém ocorrido nos ultimos anos devido a um melhor conhecimento
das necessidades nutricionais do camarao, qualidade dos insumos e tecnologia
de fabricacé@o.

Em nutricdo, & considerado como fator de crescimento ou promotor de
crescimento, qualquer elemento que ao ser incorporado a dieta em pequenas
quantidades, sem variar sua composigao, leva a uma aceleragéo do crescimento,
que se reflete em aumento de peso corporal. Para serem efetivas, essas
substancias devem ter a condicdo de manter sua integridade durante o processo
de digestdo e serem absorvidas de forma eficaz para exercer sua funcéo
(CARRILLO et al., 2000).

Os animais cultivados em sistemas intensivos, alimentados com ragbes
faltando ou contendo niveis insuficientes de nutrientes essenciais podem exibir
um crescimento deficiente, deformidades ou até susceptibilidade a doencas
(NUNES, 2000). Os conhecimentos de imunologia de vertebrados mostram que
as caréncias nutricionais sdo o fator mais importante nas imunodeficiéncias
(RODRIGUEZ et al., 2000).

Na nutricdo aquicola, os componentes nutricionais de alimentos que mais
tem recebido atengdo sao as vitaminas. Vitaminas sdo um complexo grupo de
substancias organicas requeridas pelos animais em sua alimentagéo diaria para

manutencdo de seu crescimento, reproducdo e mecanismos de defesa. Cada



vitamina cumpre um papel especifico no organismo. Na Tabela 1 pode ser visto
um resumo das principais fungdes biolégicas das vitaminas. Deficiéncias
vitaminicas podem levar a disfungBes bioquimicas, e, conseqlientemente,
celulares e organicas. Essas deficiéncias podem ser causadas por seu baixo
conteddo nos alimentos, estresse ambiental e fisioldgico e doengas,
especialmente aquelas que ocorrem nos estagios iniciais de desenvolvimento.

Segundo KANAZAWA (1982 a); CONKLIN (1990); TACON (1991);
AKYIAMA (1992) e CONKLIN (1997), citados por ARANGO (1999), os camarbes
requerem 15 vitaminas, (vitamina A, vitamina E, vitamina D e vitamina K, tiamina,
riboflavina, niacina, acido pantoténico, piridoxina, biotina, acido fdlico,
cianocobalamina, inositol, colina e acido ascoérbico).

As vitaminas lipossoliveis s@o absorvidas pelo trato gastrintestinal na
presenca de lipidios, e podem ser armazenadas nas reservas lipidicas corporais,
sempre quando a quantidade contida no alimento consumido exceda as
demandas metabdlicas. Por outro lado, as vitaminas hidrossollveis ndo séo
armazenadas em quantidades significativas no tecido dos camardes, e, no caso
de uma auséncia continua na alimentagdo, suas reservas sao rapidamente
consumidas (TACON, 1989 a) citado por ARANGO (1999).

Tabela 1: Principais funcdes bioldgicas das vitaminas, segundo ARANGO (1999).

VITAMINA FUNCAO BIOLOGICA

Vitamina A Manutencdo do tecido epitelial, trato reprodutivo e trato
intestinal.

Vitamina D Essencial para o metabolismo do célcio e fésforo.

Vitamina E Antioxidante intra e extracelular.

Vitamina K Requerida para manutengdo de uma coagulagdo normal &

para alguns precursores protéicos do hepatopancreas.

Vitamina B1 (Tiamina) Fundamental para o metabolismo dos carboidratos.

Vitamina B2 (Riboflavina) Fundamental para o metabolismo de carboidratos, lipidios e

proteinas através das coenzimas FMN e FAD.




Vitamina B6 (Piridoxina) Essencial para o metabolismo de proteinas.

Niacina Componente essencial das coenzimas NAD e NADP, as quais
estdo relacionadas com os processos de liberagcdo de

energia a partir dos carboidratos, lip;idios e proteinas.

Acido pantoténico Essencial para a liberacdo de energia do organismo, por ser

constituinte da acetil coenzima A.

Biotina Fundamental para o metabolismo de lipidios e carboidratos.
Acido félico Importante para o metabolismo de aminoacidos.

Vitamina B12 Funciona no metabolismo de acidos nucléicos e proteinas.
Colina Integridade da estrutura celular e transporte de lipidios.
Inositol Essencial para o ftransporte de lipidios e componente

essencial dos tecidos.

Vitamina C Funciona como potente antioxidante fisiolégico intracelular,
esta envolvida com a formagdo do coldgeno e
mucopolissacarideos. Cumpre um papel essencial nos

mecanismos de defesa em crustaceos.

1.2- Importancia da Vitamina C

E importante ressaltar que uma das vitaminas de mais destaque na
nutricdo aquicola &€ a vitamina C (acido ascorbico), pois espécies aquaticas,
como camardes € peixes s@0 sensiveis a sua deficiéncia pelo fato do acido
ascorbico ser uma vitamina hidrossoluvel e de ndo possuirem a capacidade de
sintetizar as quantidades diarias requeridas para um normal crescimento,
reproducao e defesa.

Varios estudos tém demonstrado que a vitamina C influencia em varios
parametros da resposta imune e resisténcia a doengas em animais terrestres e
aquaticos, e que esses ultimos possuem extrema sensibilidade a deficiéncia de
acido ascorbico. LALL (2000) demonstrou que peixes alimentados com dietas
deficientes em vitamina C s@o mais suscetiveis ao estresse causado pela baixa

qualidade de agua (altos niveis de amobnia e baixa concentragdo de oxigénio).



Camardes juvenis privados de vitamina C apresentam uma maior suscetibilidade
ao estresse (ABE et al, 1990, MERCHIE, 1995) e a enfermidades
(CATACUTAM;LAVILLA - PITOGO 1994, KONTARA et al., 1995).

LIGHTNER et al., (1977) demonstraram que camarbes da espécie
Penaeus californiensis desenvolveram uma doenga denominada de "morte negra"
quando alimentados com uma dieta livre de vitamina C. Tal doenga é
caracterizada por acumulagdes hemociticas melanizadas no tecido conjuntivo.
Essa sindrome pode indicar perturbagdes na resposta imune, ja que a formagao
de melanina é o passo final da ativagdo do sistema profenoloxidase (sistema
proPo) Shigueno; Itoh (1988) mencionam como um dos sintomas da deficiéncia
de vitamina C a reduzida capacidade de regenerar tecidos e pouca resposta ao
estresse.

Qutra importante fungdo atribuida a vitamina C esta relacionada com
sintese de colageno (HUNTER et al., 1979) componente essencial dos capilares
e do tecido conjuntivo. Segundo Hunter et al. (1979), e Lightner et al. (1979)
deficiéncias de vitamina C podem levar a uma sintese anormal do colageno. A
vitamina C é essencial para a formagao do colageno, cicatrizagdo, hematopoiese,
desintoxicagdo de compostos, bem como das funcdes metabdlicas, incluindo o
sistema antioxidante (LALL, 2000).

Devido a sua natureza instavel, alimentos podem perder acido ascorbico
durante o processamento e armazenamento em temperaturas ambientes.
SHIAU;HSU (1993) demonstraram que aproximadamente 75% da quantidade
inicial de acido ascdrbico suplementado para camardes pode se perder durante
processamento em temperaturas ambientes. Exposicbes prolongadas no meio
aquoso podem levar a perdas por lixiviagdo uma vez que o camarao € um animal
de comportamento alimentar lento e pelo fato de a vitamina C ser um composto
hidrossluvel, podem ocorrer perdas significativas antes que o alimento tenha sido
ingerido. A partir desses dados pode-se concluir que tais perdas podem levar a
deficiéncias nutricionais e imunoldgicas irreversiveis que acarretem em grades

mortalidades e conseqlientes prejuizos econdmicos.



Com base em caracterizacbes morfolégicas e citoquimicas, algumas
fungbes (Tabela 2) e envolvimento em diferentes reagdes de defesa tém sido
atribuidas a diferentes tipos de células. O envolvimento de células hialinas com a
coagulacao (OMORI et al., 1989), de células granulareé e semigranulares com a
fagocitose (GARGIONI;BARRACO, 1998) e com o sistema proPo
(JOHANSON;SODERHALL, 1985). Entretanto o nimero de hemdcitos pode
variar, por exemplo, decrescer dramaticamente durante uma infeccdo. Nesse
caso, hovos hemocitos precisam ser produzidos pelo tecido hematopoiético.

As reacbes de defesa incluem além dos processos de encapsulacéo e
fagocitose,' mecanismos microbianos baseados na producdo de citotoxinas

intermediarias de oxigénio demonstrados em camardes (SONG;HSIEH, 1994).

Tabela 2 - Classificacdo e funcdo dos hemdcitos encontrados em crustaceos
(NEWMAN;BULLIS, 2001).

Tipo de hemdcito Funcdo imunolégica

Agranular (hialino) Fagocitose
Coagulacao

Semigranular Fagocitose

Encapsulagéo
Estocagem e liberagdo do sistema proPo.
Citotoxidade

Granular Estocagem e liberagao do sistema proPo.
Citotoxidade

O primeiro processo de reconhecimento de microrganismos invasores €
mediado pelos hemocitos e proteinas plasmaticas. Existem poucas informagdes

sobre os mecanismos moleculares que mediam o reconhecimento; entretanto,



crustaceos, varios tipos de moduladores protéicos tém sido citados como
reconhecedores de paredes celulares de microrganismos dentre os quais podem
ser citados as beta-glicanas, peptidogiicanas e os lipopolissacarideos.

O sistema de defesa de camarbes possui proteinas de reconhecimento que
estdo aptas para detectar e se ligar aos componentes da célula microbiana tais
como lipopolissacarideos, peptidoglicanas e beta-glicanas. Estas moléculas de
reconhecimento n&o estdo aptas a imobilizar ou matar os microrganismos. Uma
vez aderidas essas proteinas se ligam a superficie do hemdcito ativando o
sistema imune, especificamente o sistema profenoloxidase. Uma vez induzido, o
sistema € responsavel pela producdo de melanina, a qual requer passos
bioquimicos. A partir de entdo metabdlicos toxicos sdo formados resultando em
atividade antimicrobiana (SRITUNYALUCKSONA ;SODERHALL, 2000).

Varios parametros da hemolinfa foram testados e propostos para servirem
como indicativo do estado de saude geral - nivel de estresse — para camardes
peneideos. Dentre eles, podem ser citados a quantificacdo da atividade
enzimatica do sistema profenoloxidadse (BECKAGE, 1996); a capacidade
osmorregulatoria do camardo - medida diretamente (COCHARD et al., 1992) ou
indiretamente através da quantificagdo do magnésio do plasma do camardo
(BOGLIO, 1995) e a contagem total dos hemdcitos presentes na hemolinfa
(HENNIG et al., 1998). Por se tratar de um método mais rapido, barato e de
relativa facilidade, € o mais comumente usado para se verificar o grau de estresse
dos animais

O objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia da deficiéncia de vitamina
C no sistema imunoldgico e na histologia de camardes da espécie Lifopenaeus
vannamei alimentados com uma dieta sem o referido composto. Dois paréametros
foram analisados para atestar possiveis alteracdes nos animais: (1) Contagem
Total de Hemocitos (Células/ml) para verificar possiveis alteracdes no sistema
imunologico dos camardes, em decorréncia da deficiéncia de vitamina C e (2)
Histopatologia para observar possiveis alteragdes que evidenciem a caréncia de

vitamina C nos animais.
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2- MATERIAL E METODOS

2.1-Preparacgao das Dietas

Duas dietas foram formuladas e processadas, e suas composicdes
seguiram a formulag&o regular de uma ragéo contendo 35% de proteina (Tabela
3). As dietas necessarias para todo o experimento foram processadas de uma
Unica vez, transportadas até as dependéncias do Instituto de Ciéncias do Mar
(LABOMAR) onde foram ensacadas e estocadas em um freezer de onde eram
retiradas apenas as quantidades necessarias para cada alimentacdo. Os
tratamentos consistiam em duas dietas: Uma contendo vitamina C (L-ascorbil-2-
polifosfatase) e outra sem vitamina C. As particulas foram peletizadas em

tamanhos de 2,0-2,5 mm.

Tabela 3 - Composi¢céo basica da dieta administrada aos camardes.

COMPOSICAO BASICA PREMIX MINERAL E VITAMINICO NIVEIS DE
GARANTIA

Farelo de soja Magnésio Acido félico Umidade (13%)

Fosfato bicalcico Cobre Biotina Proteina bruta (35%)

Levedura seca de cerveja Zinco Colina Extrato etéreo (8%)

Oleo de peixe refinado Manganés Niacianina Matéria fibrosa (5%)

Remoido de trigo lodo Pantotenato de célcio | Matéria mineral (13%)

Amido de mandioca Selénio Tiamina Calcio (3%)

Aditivo aglutinante Vitamina A Riboflavina Fésforo (0,7%)

Cloreto de sédio (sal comum) |Vitamina D Piridoxina

Premix mineral e vitaminico * | Vitamina E Vitamina Bis

Farinha de peixe Vitamina K

* O premix vitaminico n&o continha vitamina C.
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2.2- Procedimento Experimental

O experimento foi desenvolvido no setor de aquérios do Instituto de
Ciéncias do Mar - LABOMAR - no periodo de agosto a novembro de 2003.

Juvenis de Lifopenaeus vannamei com peso médio inicial de 4,35 g foram
capturados e ftransportados vivos de uma fazenda de camardo até as
dependéncias do LABOMAR. Os animais foram estocados em seis caixas de 500
L contendo agua marinha (Figura 2). A alimentacéo foi ofertada quatro vezes ao
dia, a base de uma racéo peletizada comercial.

Dez dias apds a estocagem e 15 dias antes do inicio do periodo
experimental os animais foram alimentados com uma racdo sem vitamina C para
gue ocorresse o esgotamento de suas reservas corporais.

Para testar o efeito da racdo sem vitamina C na resposta imune (CTH) e
histopatologia em Lifopenaeus vannamei, os animais foram cultivados por um
periodo de dois meses em seis tanques de PVC de 500 L. O delineamento
experimental constava de dois tratamentos (racdo sem vitamina C e racgéo
comercial) com trés repeticdes cada. O tratamento com rac&o comercial (com
vitamina C) funcionou como controle.

Cada tanque foi estocado com 120 camardes, e cada um dos dois
tratamentos era equipado com um filtro biolégico de areia (50 mm), aeracéo
constante e um sistema de circulagédo que renovava 100% da agua dos tanques a
cada hora. Os principais parametros ambientais (salinidade, temperatura, pH e
oxigénio dissolvido) foram monitorados diariamente. O sistema usou fotoperiodo
artificial de 12 h.

O manejo alimentar ao longo do periodo experimental consistia em quatro
alimentagbes que eram ofertadas as 08:00; 11:00;14:00 e 17:00 horas em
bandejas de alimentacéo circulares de 21 cm de didmetro fabricadas com canos
de PVC e telas de 500 um, de acordo com a metodologia proposta por MARQUES
(1997). A quantidade diaria de alimento ofertado correspondia a 5% da biomassa

total dividida igualmente entre as quatro alimentagdes. Trinta minutos apds cada
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alimentag&o, o alimento ndo consumido era recolhido (figura 3) das bandejas e
pesado para se calcular o consumo diario de ragéo.

Foram observados os aspectos externos dos animais, tais como
mobilidade, aparecimento de lesbes externas melanizadas (necrose), coloracéo,

muda e crescimento (acompanhado por meio de biometrias quinzenais) quando

as coletas eram realizadas.

Figura 2 - Tanques utilizados no Figura 3 - Coleta das sobras de

experimento. racao.

2.3- Contagem Total de Hemdcitos

Quinze dias antes do inicio do periodo experimental os camardes foram
alimentados com uma ragdo sem vitamina C como mencionado anteriormente.
Apbs esse periodo 18 camardes foram coletados para extracdo de hemolinfa e
biometria. A extracdo de hemolinfa seguiu o0 protocolo descrito por HENNIG
(1999): secagem da regido abdominal com papel absorvente; coleta da hemolinfa
na regido ventral entre o final do cefalotérax e o primeiro segmento abdominal
(figura 4) usando uma seringa de 0,5 mL contendo uma solugdo tamponada
(citrato de sddio 0,1 M; tris-HCI 0,01 M; sacarose0,25 M; pH 7,6 e formalina 5%)

em uma proporgdo de 1:1. A quantidade de hemolinfa coletada por individuo foi
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de 50 pL, que foi transferida para tubos ependorf de 1,5 mL e mantidos a 4°C até
0 momento da contagem.

Durante o periodo experimental foram realizadas 4 coletas de 10 animais
provenientes de cada tratamento (4 coletas x 10 animais por tratamento x 2
tratamentos = 80 camarbes) em intervalos de quinze dias para extracdo de
hemolinfa e posterior contagem de hemécitos seguindo-se o protocolo descrito
por HENNIG (1999).

A contagem total de hemocitos por mL de hemolinfa foi realizada utilizando-
se uma camara de Neubauer (figura 5) em microscopio 6ptico com aumento de
400 x. Para facilitar a contagem, a hemolinfa foi diluida (4x) na solugéo citada

anteriormente.

Figura 4- Extragéo de hemolinfa Figura 5- Preparac&o da amostra
para contagem de hemocitos

2.4- Analises Estatisticas

Para verificar possiveis diferencas estatisticas de peso e contagem total de
hemdcitos entre os tratamentos foi empregada a analise de variancia (One-way
ANOVA) ao nivel de 5% de significancia.
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2.5- Analises Histolégicas

As analises histologicas foram realizadas em trés camarbes provenientes
de cada tratamento em periodos de 15 dias, apdés o inicio do periodo
experimental.

Os individuos coletados foram fixados em solugdo de Davidson por um
periodo de 24 horas (figura 6). Apds essa etapa, os camardes fixados foram
transferidos para o alcool 70% onde permaneceram até o momento do
processamento histoldgico.

Para a obtencéo dos cortes histoldgicos, os camardes foram submetidos a
desidratacdo em alcool etilico de concentragdes crescentes, comecando com
alcool 70% e terminando com alcool 100% , diafanizagdo (ou branqueamento) em
xilol e inclusédo em parafina a 60°C. Os blocos obtidos apds esse processamento

foram cortados (5y) em micrétomo manual e coletados em laminas.

Posteriormente as |&minas foram coradas (figura 7) pelo método H&E
(JUNQUEIRA;CARNEIRO, 1999).

Figura 6- Fixacdo em soluc&o de Figura 7- Laminas coradas pelo
Davidson. método H & E.
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3- RESULTADOS

3.1-Sinais Externos e Biometrias

Os sinais externos de pigmentagdes negras foram observados somente em
alguns camardes privados de vitamina C. Estes sinais consistiam em lesdes
melanizadas na cuticula, entretanto outros sinais externos como coloragéo escura
na antena, rostrum, periépodos, bréanquias, urépodos, cefalotérax e cuticula
abdominal n&o foram observados.

O comportamento dos animais aparentemente ndo foi alterado pela
caréncia de vitamina C. Os camardes ndo apresentaram sinais de letargia, ou
falta de resposta ao estimulo (resposta ao escape) quando este foi
sucessivamente provocado.

Poucas mortalidades foram observadas ao longo do periodo experimental
em ambos os tratamentos, o que mostra que néo houve, aparentemente, qualquer
relacdo dos animais mortos com a caréncia de vitamina C. E provavel que os
animais mortos tenham sido predados pelos demais animais durante a muda, uma
vez que nessa fase os camardes se apresentam mais fragilizados.

O comportamento alimentar também nao foi alterado e os camardes n&o
mostraram perda de apetite ao longo do ciclo experimental, mostrando inclusive
ganho de peso (Tabela 4). As biometrias quinzenais n&o mostraram diferencas
estatisticas significativas (p > 0,05) entre os tratamentos, apesar do peso dos
animais alimentados com a ragdo comercial ter sido maior do que os alimentados
com a racéo sem vitamina C.

Os parémetros fisicos e quimicos tiveram valores médios de oxigénio
dissolvido 6,03 + 3,40 mg/L e 5,86 + 1,30 mg/L (n=120); pH 7,38 £ 0,125 e 7,39 £
0,126 (n=114); temperatura 27,43 + 0,218°C e 27,51 £ 0,31°C (n=120); salinidade
35,00 £ 0,93%0 e 35,02 % 0,94%0 (n=120) nos tratamentos com e sem vitamina C,

respectivamente.
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Tabela 4 - Resultado das biometrias quinzenais realizadas ao longo do ciclo

experimental mostrando o ganho de peso dos animais.

DIAS DE CULTIVO PESO (g)
SEM VITAMINA C COM VITAMINA C
0 5,00 + 0,61 5,00 + 0,61
15 7,42 +1,39 7,73+1,34
30 7,42 +1,28 8,29 + 1,61
45 9,48 + 1,80 10,38 + 2,59
60 9,53 + 2,09 10,01 + 1,24

3.2- Contagem Total de Hemécitos (CTH)

Os resultados das contagens de hemécitos dos camardes provenientes de
cada tratamento (com e sem vitamina C) s&o mostrados na tabela 5. Diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,05) foram observadas entre os tratamentos
somente na terceira amostragem (45 dias de cultivo). Quando os resultados foram
analisados levando-se em consideracéo todo periodo experimental também foram
observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos, os camardes
alimentados com a dieta livre de vitamina C apresentaram uma contagem média
de hemdcitos de 11,28 + 5,36 (x 10° células/mL) enquanto que os camardes
alimentados com os niveis normais de acido ascérbico apresentaram uma
contagem média de 14,57 + 4,80 (x 10° células/mL).

Nos camardes alimentados com a racdo sem vitamina C n&o ocorreram
diferengas significativas nas contagens realizadas ao longo do periodo
experimental (tabela 5), mesmo tendo havido um incremento de peso por parte
dos animais provenientes desse tratamento ndo foram observadas alteracbes

numeéricas que gerassem diferencas estatisticas ao longo do ciclo experimental.
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Os camarbes alimentados com a ragdo comercial apresentaram um
incremento no ndmero de hemécitos ao longo do periodo experimental, o que
sugere que esse parametro pode ser influenciado pelo tamanho do animal. No
entanto n&o existem pesquisas publicadas que relacionem o tamanho do animal
com sua contagem total de hemodcitos ou que tentem estabelecer um numero

padréo de hemécitos por mL de hemolinfa em fungéo de seu peso corporal.

Tabela 5 - Resultados da Contagem Total de Hemécitos (x 10° cel/ml) realizadas
nos individuos amostrados ao longo do periodo experimental. Os valores

representam media e desvio padrio.

Dias de cultivo Com vitamina C Sem vitamina C
0 12,90 + 3,63 12,90 + 3,63

15 11,01 + 4,38 13,92 +2,82°
30 13,96 + 3,97° 12,48 + 6,85
45 14,36 + 3,69° 7,86 + 4,98°

60 18,23 + 4,76° 11,68 + 4,81°

Médias seguidas por letras distintas s&o estatisticamente diferentes entre si

(valido para diferencas entre tratamentos)

3.3- Andlises Histologicas

O exame histoldgico dos camardes privados de vitamina C revelou poucas
alteragcbes no hepatopancreas (Figura 8) e tecido conjuntivo que em teoria seriam
as regides mais afetadas pela caréncia de vitamina C. No rostrum, periépodos,
brénquias, uropddos e cuticula abdominal ndo foram observadas acumulacgdes
hemociticas melanizadas caracteristicas da sindrome da "morte negra".

Os Ilumens de alguns tldbulos do hepatopancreas dos camardes

alimentados sem vitamina C se apresentaram maiores. Também foi observada a
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destruicdo de células secretoras de enzimas (setas na figura 8) responsaveis
pelos processos digestivos nesses tubulos. No entanto essas alteragbes nao
ocorreram no hepatopéncreas como um todo, ficando somente restrito a algumas
regides. Foram observadas poucas perdas de tecido conjuntivo entre os tubulos
do hepatopancreas (setas na figura 9). A auséncia de qualquer microrganismo
nas regides observadas revela que a natureza das lesées n&o era de origem

microbiana.

Figura 8 — Hepatopancreas de um Figura 9 — Auséncia de tecido
camarao alimentado sem vitamina conjuntivo entre os tdbulos do
C. hepatopancreas.
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4- DISCUSSAO

Ao longo dos 60 dias do periodo experimental, os camardes alimentados
com as duas ragdes (comercial e sem vitamina C) ndo apresentaram diferencas
estatisticas significativas (p > 0,05) em peso (Figura 10). Nesse aspecto, o
presente estudo ndo foi compativel com aqueles onde os pesos dos individuos
alimentados com uma ragdo sem vitamina C foi estatisticamente menor quando
comparado com individuos alimentados com ragé&o convencional. A auséncia de
lesbes melanizadas na cuticula (sindrome da morte negra) também contrasta com
o estudo de MOLINA; MONTOYA (1999), que se propds a avaliar a deficiéncia de
vitamina C em Lifopenaeus vannamei. As mortalidades observadas nos dois
tratamentos testados se deveram mais ao canibalismo, durante o processo de
muda que torna os individuos mais fragilizados e propensos a predacao. Além
disso, os animais n&o apresentaram sinais externos da deficiéncia de vitamina C

como citado anteriormente.

Figura 10 - Resulatado das biometrias realizadas ao longo do
periodo experimental.
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A analise estatistica empregada no numero total de hemdcitos por mL de
hemolinfa (CTH) dos camardes provenientes dos dois tratamentos mostrou
diferencas significativas entre ambos (p < 0,05) a partir do 45° dia. A contagem de
hemocitos na hemolinfa foi menor nos camardes privados de vitamina C, quando

comparados com aqueles que receberam alimentagcdo com &cido ascoérbico
(Figura 11)

Figura 11 - Resultado das Contagens Totais de Hemécitos
(x10° cel/ml) realizadas ao longo do periodo experimental. |
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LEE;SHIAU (2002) quando testaram a eficiéncia de quatro diferentes
fontes de acido ascorbico para camardes da espécie Penaeus monodon usando
como controle uma ragdo sem vitamina C, observaram uma quantidade de
hemacitos na hemolinfa menor nos camardes provenientes desse tratamento no
final do experimento.

Mesmo ndo apresentando sinais externos da deficiéncia de vitamina C,
camardes da espécie Litopenaeus vannamei sofrem influéncia negativa de sua
caréncia na contagem total de hemdcitos. Quantidades muito baixas no numero
de hemocitos por mL de hemolinfa indicam deficiéncias no sistema imunolégico

em camardes, caracterizando um quadro de estresse nos animais, 0 que pode
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funcionar como gatilho para proliferacéo de patégenos oportunistas (LIGHTNER,
1983).

Segundo MOULLAC;HAFFNER (2000), as condi¢cdes de estresse podem
resultar no comprometimento da eficiéncia do sistema imune do camar&o, com
baixos valores na contagem de hemdcitos, na ativacéo do sistema proPo, nos
indices de fagocitose e na liberag&o do oxigénio intermediario.

As analises histolégicas n&o mostraram grandes diferencas entre os
tratamentos testados, com excec&o de alguns tubulos do hepatopéncreas dos
camardes alimentados sem vitamina C que apresentaram seu [Umen aumentado
devido ao rompimento de células secretoras de enzimas digestivas. No entanto,
tais alteragcdes ndo foram observadas no hepatopancreas como um todo e a
auséncia de tecido conjuntivo em algumas regides entre os tubulos do
hepatopancreas também n&o ocorreram em grande escala.

Esses resultados sdo diferentes dos observados por MOLINA;MONTOYA
(1999) que além de encontrarem lesées hemociticas generalizadas no
hepatopéncreas e tecido conjuntivo também observaram acumulacdes
hemociticas melanizadas no rostrum, peridépodos, branquias, cefalotérax e
cuticula abdominal.

Segundo STORCH et al. (1984) e VOGT et al. (1985) a histologia do
hepatopéncreas pode ser utilizada para avaliar o estado nutricional dos
camardes. Assim, mudancgas histoldgicas nesse 6rgdo podem ser observadas
antes que a redugéo no crescimento seja evidenciada. O rompimento das células
digestivas de alguns tubulos do hepatopancreas dos animais privados de vitamina
C evidencia, embora tendo ocorrido em pouca escala, o inicio de um quadro de

deficiéncia nutricional.



22

5- CONCLUSOES

1- A vitamina C é essencial para a manUtengéo do sistema imunolégico de
camardes da espécie Lifopenaeus vannamel.

2- Mesmo né&o apresentando sinais externos da caréncia de vitamina C os
animais sofrem uma redugéo na quantidade de hémocitos por mL de hemolinfa.

3- As alteracées observadas no hepatopancreas podem ser um indicativo
do inicio de um quadro de deficiéncia nutricional causada pela auséncia de
vitamina C em sua alimentacéo.

4- Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que os aspectos
nutricionais e imunolégicos devem ser constantemente monitorados nos
camardes, mesmo quando 0s animais ndo apresentem sinais externos dessas
deficiéncias. Nesse caso a histologia e a CTH s&o importantes ferramentas que

auxiliam nessa avaliagé&o.
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