DOI: 10.5216/cab.v13i4.5647

INFLUENCIA DA REFRIGERACAO NA PRESERVACAO DO
NUMERO TOTAL DE HEMOCITOS DE CAMAROES MARINHOS
Litopenaeus vannamei CULTIVADOS UTILIZANDO-SE CITRATO

DE SODIO

ANDREA CHRISTIANNE GOMES BARRETTOl, LILIAN MARIA NERY DE BARROS GOESZ, DULCILENE
LACERDA DO NASCIMENTOS, PAULO DE PAULA MENDESl, ENEIDA WILLCOX REGOl, EMIKO SHINOZAKI
MENDES!

!professores Doutores da Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, PE, Brasil. andreabarretto9@hotmail.com
2 professora Doutora da Escola de Educago Basica e Profissional - Escola de Bodoguena, Miranda, MS, Brasil.
3Pés-graduanda da Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, PE, Brasil.

Para a realizagdo de contagens de células sanguineas, faz-
se necessario 0 uso de anticoagulantes e, no caso
especifico da hemolinfa de camar®es, ainda ndo ha uma
solucdo padrdo para que ndo ocorra a coagulacao.
Emprega-se frequentemente o citrato de sodio como
anticoagulante, uma vez que foi verificada a sua eficacia
na preservacdo dos hemdcitos de camarfes marinhos
Litopenaeus vannamei. Em 140 amostras de hemolinfa
com citrato de sddio (10%), na propor¢do de 1:1,
coletadas em dois ciclos de cultivo, no periodo seco e no

RESUMO

chuvoso, realizaram-se CTH imediatamente apds a coleta
e apo6s um periodo de armazenamento sob-refrigeracéo.
Todos os dados obtidos foram analisados utilizando-se as
técnicas de modelagens matematicas (P < 0,05).
Observou-se que, apds 0 armazenamento sob refrigeracao,
0 nudmero de células diminuiu consideravelmente,
podendo-se concluir que o anticoagulante citrato de sédio
somente preserva adequadamente a hemolinfa do camaréo
Litopenaeus vannamei para a CTH realizada
imediatamente apds a coleta.
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INFLUENCE OF REFRIGERATION ON THE PRESERVATION OF THE TOTAL
NUMBER OF HEMOCYTES OF SEA SHRIMPS Litopenaeus vannamei CULTIVATED
USING SODIUM CITRATE

For carrying out blood cell count, the use anti-coagulants
is necessary, and in the specific case of the hemolymph in
shrimp, there is still no standard solution to avoid its
coagulation. Sodium citrate is frequently used as anti-
coagulant, because it has been previously proven to be
efficient in the preservation of the hemocytes of the sea

ABSTRACT

shrimp Litopenaeus vannamei. In 140 samples of
hemolymph with sodium citrate (10%) in the ratio of 1:1,
collected at 2 stages of cultivation, in dry and wet season,
were examined for HTC immediately after collection and
then again after storage in the refrigerator. All data were
analyzed using modeling mathematics formulas (P <
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0.05). After storage in the refrigerator, the number of cells
decreased considerably. Therefore, the anticoagulant
sodium citrate only preserved the hemolymph of the

KEYWORDS: anticoagulant; haemolynph; shrimp.

INTRODUCAO

A hematologia vem se tornando, para a
aquicultura, um precioso instrumento para que se
conhecam as alteracdes fisioldgicas que ocorrem nos
organismos cultivados, causadas, principalmente, por
fatores internos, como sexo, estagio de maturacao
gonodal, idade, modo de vida e pelas alteragdes de
fatores de &gua. No entanto, ainda sdo escassos
artigos sobre o tema, o que dificulta maior discusséo
a respeito dessa questdo (RAZINE-PAIVA &
SILVA-SOUZA, 2004).

Em se tratando do camardo marinho, esse
animal é considerado primitivo no que concerne ao
sistema imunoldgico. Todavia, ele apresenta
mecanismos de defesa eficientes e é capaz de resistir
e eliminar uma variedade de patdgenos, preservando,
dessa forma, a sua integridade (OLAFSEN,1988).

Os crustaceos, assim como 0s demais
invertebrados, sdo desprovidos do sistema imune
adaptativo altamente especifico, composto pelos
linfécitos T e B, receptores, anticorpos e memdria
imunol6égica de longo prazo, existentes nos
vertebrados, apresentando apenas o sistema imune
inato ou natural (BARRACCO et al., 2008).

As reacOes de defesa dos invertebrados estdo
relacionadas a sua hemolinfa. Esta é caracterizada
por se constituir em um tecido fluido composto por
uma fragcdo celular, os hemocitos, e uma fragdo
liquida, o plasma (GONCALVES, 2011).

Entende-se por anticoagulantes substancias
utilizadas para prevenir a coagulagdo sanguinea bem
como retardar a deteriora do sangue, e a escolha
inapropriada pode interferir nas investigacOes
bioguimicas e nas determinagbes quantitativas. O
citrato de sodio é bastante utilizado em transfusdes e
hemossedimentacéo, pois atua combinando-se com o
calcio, formando, assim, o citrato de célcio insoltvel.
Além disso, o citrato de sodio é bastante utilizado em
diversas préticas nos camardes, embora ele possa
interferir ~ em  muitos  testes  bioquimicos
(STOCKHAM, 2011).

De acordo com BACHERE (2000), nos
Gltimos anos, o desenvolvimento de solugdes
anticoagulantes especificas possibilitou avangos nos
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shrimp Litopenaeus vannamei for HTC when the count
was done immediately after collection.

estudos dos hemacitos de crustdceos. PERAZZOLO
et al. (2002) e ALBORES et al. (2005)
desenvolveram solugfes anticoagulantes compostas
por varias substancias, porém de dificil aplicacdo em
fazendas, devido as condic¢bes do seu preparo. Assim
sendo, objetivou-se avaliar a eficacia do
anticoagulante citrato de sédio na preservacdo dos
hemdcitos de camardes marinhos Litopenaeus
vannamei cultivados, para a leitura imediata e em
associagdo com a refrigeragéo.

MATERIAL E METODOS

Foram capturados camardes da espécie
Litopenaeus vannamei provenientes de dois viveiros
(A e B) de uma fazenda comercial, situada no
municipio de Goiana-PE. As coletas se deram
semanalmente, durante dois ciclos de cultivo
(periodo seco e periodo chuvoso), obtendo-se um
total de 140 camardes analisados.

Apbs a captura, os camarBes foram
transportados vivos ao laborat6rio da propriedade e
examinados clinicamente, de acordo com o método
preconizado por MORALES-COVARRUBIAS
(2010). Posteriormente, coletou-se 0,1mL hemolinfa
de cada animal, por meio de seringa estéril, contendo
0,1mL do anticoagulante citrato de sodio a 10%. A
hemolinfa foi extraida por puncéo na regido ventral
do abdémen. Os animais foram divididos em dois
grupos distintos para a realizacdo do estudo e, como
critério para separacdo, utilizou-se a diviséo a partir
do sexo, separando-0s em machos e fémeas.

O experimento foi desenvolvido sob a
aprovacao da comissao de ética no uso de animais da
UFRPE, sob processo n° 019127, tendo sido
respeitados todos 0s preceitos éticos de protecdo dos
animais.

As contagens totais de  hemdcitos
(células/mm?) foram realizadas imediatamente ap6s
a coleta e cinco horas apds a refrigeracdo a 4° C, de
forma semelhante a utilizada para eritrdcitos de
mamiferos (SCHALM, 1974) em camara de
Neubauer, sendo, contudo, adaptada para hemolinfa
diluida em citrato de sddio, na proporgdo de 1:1,
através da seguinte formula:
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N°hemocitos = 2x;/ 5 X 25 x 30.000

Em que se I& NH- NOmero total de
hemdcitos (cel/ mm3); xi- Nimero de hemacitos no
iésimo campo da cAmara de Neubauer; n- nimero de
campos contados (5 campos); i- iésimo campo da
camara de Neubauer.

Para se correlacionar os resultados da
contagem total de hemdcitos (CTH) nos camardes
amostrados em funcdo do tempo, ou seja,
imediatamente apds a coleta e cinco horas apés a
coleta das amostras refrigeradas do viveiro (A e B),
dos ciclos de cultivo (1° e 2° ciclos), da higidez dos
animais amostrados (ENF), do peso dos animais e do
tempo de cultivo (TC), adotou-se o seguinte modelo
matematico:

CTH; =B +Bymc; +B,V; +B3CL +B4ENF, +BgTC; +e;

Em que se Ié&: CTH — contagem total de
hemacitos; Bo. Bi,...ps - parametros do modelo. mc —
contagem de hemécitos no momento da coleta; V —
viveiro; CL — ciclo de cultivo; ENF — enfermidade,
TC - tempo de cultivo dos camardes; & - erro
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associado a cada observacao; i — i-ésima observagéo.

Para se estimar os parametros do referido
modelo, empregou-se a técnica dos minimos
quadrados e, para se selecionar as variaveis
significativas no modelo (P< 0,05), utilizou-se o
processo de Stepwise, de acordo com MENDES et al.
(2006). Todas as varidveis foram incluidas no
modelo sob a forma de variavel binaria (0 ou 1), com
excecdo da variavel tempo de cultivo e peso.
Associado ao processo Stepwise, foi utilizado o
transformador de Box e Cox (BOX & COX, 1964),
objetivando minimizar a variancia experimental. Na
realizacdo dos céalculos, empregou-se o0 pacote
Estatistico SysEapro versdo 1,0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As contagens totais de hemdcitos utilizando-
se 0 citrato de so6dio como anticoagulante,
destacando-se o tempo de cultivo, os dois viveiros
amostrados (A e B) e a interferéncia do tempo e da
refrigeracdo sob as contagens para, respectivamente,
machos e fémeas, estdo apresentadas nas Figuras 1 e
2:
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Figura 1. Relacdo entre a contagem total de hemdcitos, peso dos camardes machos. SRefr- sem refrigragéo;

Refr- amostra refrigerada (ap6s 5 horas).
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Figura 2. Relagdo entre a contagem total de hemacitos, tempo de cultivo das fémeas.

Observa-se, na Figura 1, que os camardes
machos obtiveram maiores contagens nas amostras
processadas imediatamente ap0s as coletas,
demonstrando que essas amostras ndo devem ser
armazenadas para posterior contagem. Pode-se
observar também que, além da refrigeracdo, a
variavel peso foi significativa no referido modelo.

Em se tratando das fémeas, observa-se, na
Figura 2, que as maiores contagens também foram
obtidas quando as amostras foram processadas
imediatamente apds as coletas. E, diferentemente dos
machos, a outra variavel significativa em rela¢do as
fémeas foi o tempo de cultivo.

De acordo com os valores preconizados pelo
Centro de Servicos para a Aquicultura (CSA, 2006),
as médias dos valores obtidos sdo consideradas boas
quando os hemdcitos foram contados imediatamente
apos a coleta, ficando entre 10-15 x 10° hem/ mm?®.
As amostras processadas ap6s um periodo sob
refrigeracdo apresentaram contagens consideradas
baixas ou muito baixas, girando em torno de 5 x 10°
cel/ mm®, o que significa que o armazenamento em
temperatura de refrigeracdo deve ser evitado quando
se utilizar o citrato de s6dio como anticoagulante
para a realizacdo de contagem de hemdcitos.

Em relacdo ao tempo de cultivo, pdde-se
observar influéncia positiva sobre as contagens, 0
qgue pode ser um indicativo de que animais mais
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jovens apresentam menores concentragdes celulares
gue animais mais velhos, semelhante ao que ocorre
em mamiferos (THRALL, 2006).

Esses resultados sdo discordantes dos
encontrados por OWENS & O’NEILL (1997), os
guais, ao trabalharem com Penaeus monodon, néo
observaram diferenca entre a CTH em diferentes
fases de vida.

As alteracOes detectadas durante o exame a
fresco — lesBes nos tubulos do hepatopancreas e
presenca de parasitas — ndo interferiram
significativamente nas contagens (P > 0,05), assim
como os viveiros onde estavam sendo cultivados os
camardes e a época da coleta (seco e chuvoso).
Existe, contudo, uma dificuldade de se comparar
resultados de CTH com as demais pesquisas e
revisbes da area, pois os métodos adotados sdo
extremamente diferentes, como afirmado por VAN
DE BRAAK et al. (1996).

Ao se comparar as contagens encontradas
nos machos com as encontradas nas fémeas,
observou-se que eles apresentaram cerca de 31% de
células circulantes a mais que as fémeas. Isso pode
ter ocorrido devido ao fato de os machos serem
maiores que as fémeas e, consequentemente,
refletirem uma maior capacidade de se protegerem
contra agentes pat6genos.

BARRACCO (2004) afirmou que a CTH



524

pode aumentar ou diminuir seus valores, dependendo
do tempo e do tipo de estresse. Nas injdrias e nos
processos infecciosos, usualmente ocorre a
diminuicdo durante as primeiras horas, havendo, em
seguida, um aumento de seus valores, possivelmente
devido a liberacdo de novas células a partir dos
6rgdos hematopoiéticos.

De acordo com PERAZOLLO (1994), nédo
ha interferéncia do sexo sobre a contagem total de
hemdcitos na espécie Penaeus paulensi, porém vale
ressaltar que, no referido trabalho, além de ter sido
utilizada uma espécie diferente, foram utilizados
pools das amostras, 0 que provavelmente veio a
interferir no resultado da pesquisa.

CONCLUSOES

O anticoagulante citrato de sédio (10%)
mantém vidvel a hemolinfa do camardo marinho
Litopenaeus vannamei para a contagem total de
hemadcitos.

O armazenamento por 5 horas em condicéo
de refrigeracio a 4°C da hemolinfa com o
anticoagulante citrato de sddio a 10% néo ¢ indicado
para a contagem total de hemdcitos, devido a ndo
preservacdo das células.
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