UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE AQUICULTURA

Avaliagdo de parametros hemato-imunologicos, em fémeas abladas
de camarao Litopenaeus vannamei, em associagao a uma dieta com
diferentes superdosagens de acido ascorbico

DANIELA GONCALVES SOARES MAGGIONI

Dissertacdo apresentada ao curso de Pds-graduacio
em Agiiicultura do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Santa Catarina, como
requisito parcial a obtencdo do titulo de mestre em
Aqiiicultura

Orientador:

Prof.(a) Dr.(a) Margherita Anna Barracco
Co-orientador:

Prof.(a) Dr.(a) Débora Machado Fracalossi

Floriandpolis, Santa Catarina.
Fevereiro de 2002.



Maggioni, Daniela Soares

Avaliagao de parametros hemato-imunolédgicos, em fémeas abladas de
camardo Litopenaeus vannamei, em associacdo a uma dieta com

diferentes superdosagens de acido ascorbico.

86 paginas.

Dissertagdo de Mestrado em Agqiiicultura. Centro de Ciéncias
Agrérias, Universidade Federal de Santa Catarina.

2002.

Orientador: Profa. Dra. Margherita Anna Barracco

Co-orientador: Profa. Dra. Débora Machado Fracalossi

Palavras-chave: crustaceos, Litopenaeus vannamei, parametros
hemato-imunologicos, ablacdo unilateral, imuno-estimulante, acido
ascorbico.




il

Analise de parametros hemato-imunoldgicos, em fémeas
abladas de camarao Litopenaeus vannamei em associacao a
uma dieta com diferentes superdosagens de acido ascorbico

Por

DANIELA GONCALVES SOARES MAGGIONI

Esta dissertacao foi julgada adequada para a obtencao do titulo de

MESTRE EM AQUICULTURA

e aprovada em sua forma final pelo Programa de
P6s-Graduacao em Aqiiicultura.

Prof. Jaime Fernando Ferreira, Dr.
Coordenador do Curso

Banca Examinadora:

Dra. Margherita Anna Antonia Maria Barracco - Orientadora

Dra. Débora Machado Fracalossi

Dr. Edemar Roberto Andreatta

Dr. Luiz Eduardo Maia Nery



il

AGRADECIMENTOS

A orientadora profa. Margherita A. Barracco, pelas suas inimeras qualidades, seu companheirismo,

competéncia, orientacdo e principalmente por ter tornado realidade essa conquista. Muito obrigado.
Ao prof. Edemar R. Andreatta pelas sugestdes e conhecimentos a mim passados. Ao Laboratorio de
Camardes Marinhos da Barra da Lagoa (LCM) pelo apoio na utilizacdo do material bioldgico e suas

instalagoes.

A profa. Débora M Fracalossi pelo valioso auxilio técnico em relagdo a determinacao da vitamina e

pelo valioso aprendizado.

Ao prof. Marcelo Reis pelo grande apoio nas analises estatisticas do presente estudo.

A bioquimica Elizabeth M. Hermes pelas analises bioquimicas de glicose e lactato e pela atengdo

sempre que necessario.

Ao prof. Afonso C. Bainy pela ajuda com os calculos e pelo material utilizado na anélise da

vitamina.

Aos funcionarios Rodrigo, Adilton, Alessandro, Ana, Andréia, Leomar, Leonardo, Marlene, Rui,

Vaninho e Walter pelo apoio, companheirismo e consideragao em todos os momentos.

Aos estagiarios Alexandre, Jeferson e Marcus pelas noites e madrugadas em que me ajudaram nas

coletas.

Aos colegas Adriana Fraga, Adriana Pereira, Carina, Dominique, Franklin, Gabriela, Gilvan, Hugo,

Jean, Marcos e Simone pela humildade e companheirismo em varios momentos.

Ao pessoal do Laboratério de Imunologia Aplicada a Aquicultura, Juliana, Karine, Luciane, Sara e

Tania, pela sincera amizade e valioso apoio.



iv

A todo o pessoal do Departamento de Agiiicultura, pela companhia e ajuda desde o ingresso no

Curso.

A CAPES pelo apoio financeiro deste estudo.

Ao meu esposo, pessoa que eu admiro, amo muito e um dos principais responsaveis pelo meu

crescimento pessoal e profissional. Obrigado lindo, te amo!

A minha familia, pai, mae, Fabio e Lene, pelas pessoas maravilhosas que sdo e que eu amo muito.
Agradeco especialmente a minha irma que ajudou com algumas coletas. Valeu pelo enorme apoio de
todos.

Ao meu cunhado Rodrigo por ter possibilitado o ingresso nessa nova area.

A familia do meu esposo, hoje minha familia também, que ¢ tdo importante na minha vida quanto a

minha propria familia.



Sumario
Lista de figuras da introdugao € do artigo CIENTITICO ......eevvieiiieiiieiiieiieeicee e vii
Lista de tabelas do artigo CIENtITICO........cccuiieiuiiiiiiiicie e e eree e s viii
Lista de abreviaturas € STMDOLOS. .........ccueiiiieiiieiiieiie ettt et site et e e ebeesnseenaea e ix
RESUIMIO ..ttt et e et e st e st e e sabee e sabeeeeabeeeeaneeeas X
AADSTIACE. ...ttt h bt et h et a e h et a e eh et ea s bt et ehte bt eteeaeen xii
I = INEEOAUGAO .. e e e et e e e et e e e e e aaa e e e e eaaeeeeeeaaeeeeeeasaeeeeeasesaeeannees 14
IT - Corpo dO arti@0 CIENTITICO. .. eecuiiiiieeiieiie ettt ettt ettt et e st e et e s saeebeesabeeaeessneenseens 32
RESUIMIO ...ttt ettt ettt et e st e bt sat e e bt e saeeebeens 34
L INEEOAUGAO ...ttt e et e e e et e e e e etae e e e e eataeeeeeasaeeeeeasasaeaeeessaaeeeensaeeeeansaeeas 35
2 Material € MELOAOS ....eecuviiieiiiiieiie ettt et e e te e et e e e taeestaeeebaeeeaaeesssaeessseeessseeessseeessseeesnseeans 39
2.1 Material DIOIOZICO ...cuvieeiieiiieiie ettt ettt ettt et et e e be e taeeabe e seeenbeesaeenseenseennnas 39
2.2 Desenho experimental e caracteristicas da pratica de maturagao ..........cceecveevveerieeeeeenieeenneenne. 39
2.3 Coleta de hemolinfa € Obtenga0 dO SOTO .......cccuviiiiiiiiiiieeciee e e 41
2.4 Obtengao de PlASINA .......eeuiiriiiiiiiiiiieee ettt 41
2.5 Hemogramas - Contagem total de hemocitos (THC).........oocueeiieiiiiiiiiiiiiecieceee 41
2.6 Determinacdo da concentragdo de proteinas totais N0 SOTO ......c.cccveervierieerieereeeieenieeieenereenees 42
2.7 Atividade da enzima fenoloxidase (PO) N0 SOTO........c.cccieriieriieiiieieeie et 42
2.8 Atividade agIUtINANTE .........eeiieiiieiieeiie et e et e e e e et e e et e e sbe e e snb e e e enaeeenreas 42
2.9 Determinagdo de glicose € lactato no plasma .........ccccocverieriieiiiniiniiiieieneceeeeee e 43

2.10 Determinagdo do 4cido ascorbico (vitamina C) no hepatopancreas e na génada dos camardes



vi

3.1 Hemogramas - Contagem total de hemo&citos (THC) .....oooovvveiiiieeiiiiieeeeeeee e 44
3.2 Concentrag@o protéica (CP) dO SOTO .....cc.eiiiieiiiiiiieiceieee e 45
3.3 Atividade da enzima fenoloxidase (PO) N0 SOTO .........cceeeviiiiiiiieiiie e 46
3.4 Titulo aglutinante dO SOTO .......eeuiiiiieriieeiiecie ettt ette ettt e e te e e ebeessbeeaeessaeeseessseenseesnseenns 47
3.5 Concentragao de glicoSe N0 PlaSMA.....c..eeieuiiieiiiiiiiieeiie e e e 48
3.6 Concentragao de lactato N0 Plasma........cocueveeruiriiiiiriiniinice ettt 49
3.7 Concentragdo de acido ascérbico nas gonadas € hepatopancreas...........oceeveeeeviereeenieenneenne. 50
4 DISCUSSAO ..ttt ettt ettt ettt et e ea bt et eeat e e bt e eh et eab e e ebt e et e e ehbeeab e e eb bt e ab e e bt e ea bt e ebaeeateesabe e bt e enneebeen 51
RN 2T (5163130 1S) 1110 TSRS 57
6 Referéncias BiblIOGrafiCas. ... ..cuiiuiiiiiiiieeiee et 58
IIT - Referéncias Bibliograficas da INtrodUGa0 ...........cccuieruieiiieiiieeiieiieeiecee et 65
TV AANEXO ettt ettt ettt e et e st et e et e e e s 76

V — Normas de PUDIICAGAO ........eeeiiiieciiiieeiee ettt ettt e e ste e e e e e enneas 79



vii

Lista de figuras da introducéo e do artigo cientifico

Introducdo

Figura 1. Desenho esquematico representando os locais da regulagdo neuroenddcrina de

CTUSTACEOS. e eeeeie ettt e et e e e e e e e e e s e e e e e e e e e s e e aa e e e e e a e e e e aa e eeeaeeeeeaneeeranaeeeranaareranaaaanes 15

Artigo cientifico

Figura 1. Contagem total de hemocitos (THC) em fémeas reprodutoras da espécie

LItOPONACUS VANIAMNEI. .......eeeeeeiieeeeiiee e eeiteeeeette e e ettt e e et e e e e ssbaeee s e atteeeesnsbeeeeennsaaeesennsseeeennseeens 39

Figura 2. Concentragdo protéica do soro de fémeas reprodutoras da espécie Litopenaeus

VOATTUATCL. oo et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e aaaeseeeanaeeesanaeeeeannaeeeeanaaaanes 40

Figura 3. Atividade da PO (enzima fenoloxidase) em fémeas reprodutoras da espécie

LItOPONACUS VANIAMNEI. ........eeeeeeiieeeeiiee e eeeeeeeette e e e te e e et e e e e sbteeeesstaeeeesnsseeeeennssaeesennsseeesnnnseeens 41

Figura 4. Titulo aglutinante (log;) em fémeas reprodutoras da espécie Litopenaeus vannamei......42

Figura 5. Concentracdo de glicose em fémeas reprodutoras da espécie Litopenaeus vannamei. ....43

Figura 6. Concentracdo de lactato em fémeas reprodutoras da espécie Litopenaeus vannamei. .....44



viii

Lista de tabelas do artigo cientifico

Tabela 1. Concentragdo de acido ascorbico (AA) no hepatopancreas e nas gonadas de

LItOPONACUS VANIAMNECI. ........eeeeeeiiieeeeieee e eeteeeette e e ettt e e et e e e e bteee e s ntaeeeesnsseeeeennsaaeesennsseeeennseeens 45



Lista de abreviaturas e simbolos

AA - acido ascorbico

AAE - 4cido ascorbico equivalente a 42% de vitamina C ativa
ApP - é&cido ascorbico polifosfatado

Ca' - célcio

CHH - hormonio hiperglicémico

CP - concentragao protéica

CuSOy - sulfato de cobre

DNPH - dinitrofenilhidrazina

DOPA - dihidroxifenilalanina

ERO - espécies reativas de oxigénio

GIH - neuro-hormdnio inibidor da gonada

GSH - fator hormonal estimulador da gonada

ha - hectare

H,SOy, - acido sulfurico

MF - metil-farnesoato

MIH - neuro-hormdnio inibidor da muda

MOIH - neuro-hormdnio inibidor do 6rgdo mandibular
NS - grupo nao superdosado com vitamina C

PAM - peptideos anti-microbianos

PC - proteina de coagulagao

PO - enzima ativa fenoloxidase

proPO - enzima inativa profenoloxidase

S1 - grupo superdosado com 1.000 mg AAE/kg de dieta
S2 - grupo superdosado com 2.000 mg AAE/kg de dieta
TBS - solugdo tampao

THC - contagem total de hemocitos

t - tonelada

5-HT - serotonina

X



Resumo

O objetivo do presente trabalho foi o de avaliar alguns parametros hemato-imunologicos em
fémeas reprodutoras da espécie de camardo Litopenaeus vannamei, submetidas ao processo de
ablacgdo unilateral e cuja dieta foi suplementada com superdosagens de vitamina C, como forma de
imunoestimulacdo. Os parametros analisados foram: contagem total de hemocitos (THC),
concentragdo de proteinas plasmaticas, niveis de glicose e lactato, atividade aglutinante e atividade
da enzima fenoloxidase. As fémeas foram analisadas no dia anterior a abla¢dao e nos dias 1, 3, 7 ¢ 14
apos a ablacdo. A suplementagdo com superdosagens de vitamina C foi oferecida as fémeas (1x ao
dia) juntamente com alimento fresco, durante duas semanas antes e duas semanas apos a ablagdo,
sob a forma de acido ascorbico polifosfatado (ApP). As fémeas foram divididas em um grupo
controle (NS), ndo suplementado com superdosagens de ApP (200 mg/kg = dose recomendada) e
dois grupos (S1 e S2) suplementados com doses de 10 e 20 vezes maiores que a dose recomendada,
respectivamente. Surpreendentemente, a grande maioria dos parametros hemato-imunologicos
analisados ndo mostrou alteracdo estatisticamente significativa no grupo NS. Houve apenas uma
reducdo significativa do titulo aglutinante do soro no terceiro dia subseqiiente a ablacdo. As fémeas
suplementadas com superdosagens de vitamina C (S1 e S2) também ndo apresentaram alteragdes
significativas na maioria dos parametros analisados, com exce¢do do titulo aglutinante e dos niveis
de glicose da hemolinfa. Nao houve declinio da atividade aglutinante nos grupos S1 e S2 no terceiro
dia da ablacdao como verificado no grupo NS, sugerindo talvez uma eventual imunoestimulagdo pela
vitamina C. Por outro lado, os grupos S1 e S2 mostraram uma hipoglicemia no primeiro dia apos
ablacdo. Esta hipoglicemia decorreu provavelmente de uma diminuigdo transitoéria dos niveis do

hormonio hiperglicemiante como conseqiiéncia do processo da ablacao peduncular que remove o
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complexo glandula do seio - 6rgao X, responsavel pela producao e liberagdo desse hormonio, entre
outros. A auséncia de alteragdes significativas nos parametros hemato-imunoldgicos analisados
parece sugerir a ocorréncia de um mecanismo compensatorio desencadeado pelo pedunculo ocular
nao ablado, uma vez que a apedunculacdo foi apenas unilateral. Pode-se ainda especular que os
parametros hemato-imunolédgicos selecionados para este estudo ndo sejam os mais favoraveis para
avaliar esta condi¢cdo de estresse ou ainda que o L. vannamei seja efetivamente uma espécie muito
resistente capaz de manter sua homeostase, mesmo quando submetida a um estresse fisiologico

SEVEro.

Palavras-chave: parametros hemato-imunolégicos, ablacao unilateral, imuno-estimulante, acido

ascorbico, crustaceos, Litopenaeus vannamei.
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Abstract

The main purpose of this study was to examine the modulation of some hemato-immunological
parameters in females shrimps L. vannamei submitted to unilateral eyestalk ablation and whose diet
was supplemented with superdoses of vitamin C, as a form of immunostimulation. The analyzed
parameters were: total hemocyte counts (THC), protein concentration (PC), agglutinating and PO
activities in the serum, and levels of glucose and lactate in the plasma. Broodstock shrimp females
were analyzed on the day before ablation and on days 1, 3, 7 and 14 after ablation. The diet was
supplemented with superdoses of vitamin C, in the form L-ascorbyl-2-polyphosphate (ApP). The
females were divided into a control group (NS), not supplemented with superdoses of ApP, and two
other groups (S1 and S2) supplemented with doses 10 and 20 times the recommended dose of 200
mg/kg, respectively. Surprisingly, the great majority of the hemato-immunological parameters
analyzed did not exhibit any statistically significant change in relation to eyestalk ablation in NS
group. There was only a significant reduction in the agglutinating activity on the third day following
ablation. Similarly, in S1 and S2 groups, there was no significant changes in the majority of the
parameters analyzed, except for the agglutinating titre and the level of glucose in the plasma.
However, unlike the NS group, S1 and S2 did not exhibit a decrease in the agglutinating activity on
the third day after ablation. This could possibly suggest a potential immunostimulation in this
parameter by vitamin C. The S1 and S2 groups presented a hypoglycemia on the first day after
ablation. This hypoglycemia probably resulted from a transitory decrease in the levels of the
hyperglycemic hormone as a consequence of eyestalk ablation and removal of X-organ-sinus gland
complex which is the responsible for the production and release of this hormone. The absence of

significant changes in the hemato-immunological parameters in unilaterally ablated L. vannamei
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females apparently suggests the existence of a compensatory mechanism induced by the non-ablated
eyestalk. It can be further speculated that the hemato-immunological parameters selected in this
study were not the most appropriate for the evaluation of this stress condition or, possibly, that L.
vannamei is a highly resistant species capable of maintaining homeostasis, even when submitted to

severe physiological and mechanical stress as the ablation practice.

Key words: hemato-immunological parameters, unilateral eyestalk ablation, immunostimulant,

ascorbic acid, shrimps, Litopenaeus vannamei.



I - Introducao

1. Alguns aspectos relacionados ao cultivo de camaroes.

A producao mundial de peixes, crustaceos ¢ moluscos alcangou 126,2 milhdes de ¢ em
1999, com um aumento de 7,2% em relagdo aos valores alcancados em 1998 (FAO, 2001). Esse
aumento deveu-se principalmente a atividade de cultivo, ja que o pescado de captura manteve-se
estavel neste periodo (FAO, 2000). Nao ha indicios de que haverd um aumento na producao
aqiiicola por captura a longo prazo e o crescimento das exportacdes deverd resultar apenas do
incremento da produgdo por aqiiicultura ou em decorréncia de pregos favoraveis (FAO, 2000).

A regido asidtica tem um dominio evidente da producdo mundial de pescado por
aqiicultura (particularmente a China, com 17 milhdes de ¢ em 1999), representando 89% do
volume total da produgdo (33,3 milhdes de # em 1999) (FAO, 2000).

Em 1999, mais de trés quartos (97 milhdes de ¢) da producdo mundial de peixes, crustaceos
e moluscos foram utilizadas para consumo humano. A producdo de pescado por captura
representou cerca de 10,7 kg (equivalente ao peso vivo), enquanto a aqiiicultura contribuiu com
5,6 kg per capita (FAO, 2000). O camarao ¢, em valor, o principal produto pesqueiro
comercializado, ja que representa 20% do valor total dos produtos pesqueiros no comércio
internacional (FAQO, 2000).

A carcinocultura, atualmente praticada em mais de 50 paises, tem como maiores produtores
a Tailandia, Indonésia, China e India, que em conjunto sio responsaveis por 72% da produgao
mundial. Por outro lado, o continente americano responde pelos 28% restantes, onde o Equador ¢
o principal produtor (150.000 ha) seguido pelo México (30.000 ha) (ROSENBERRY, 1998).
Dentre os camardes cultivados, os peneideos destacam-se de forma absoluta, sendo que em 1995

representaram mais de 96,3% de todas as espécies de camardes cultivados. O camarao-tigre



Penaeus monodon, originario da Asia e presente no Pacifico Oriental (Japio, Malasia, China) e
no Oceano Indico, ¢ a espécie mais cultivada a nivel mundial. Sua produgdo aumentou de 31%
(54.000 ) em 1984 para 54% (503.000 ¢) em 1995, enquanto a producdo dos demais camardes
peneideos aumentou de 12% (21.000 ¢) para 18% (165.000 ) nos mesmos anos (SUBASINGHE
et al., 1998). A segunda espécie de peneideo mais cultivada ¢ o camardo-branco Litopenaeus
vannamei. Essa espécie, que habita locais de 0 a 72 m de profundidade, distribui-se desde o leste
do Pacifico, no Norte do México, até Tumbes, na regido norte do Peru (PEREZ FARFANTE &
KENSLEY, 1997). Na fase adulta e de reprodu¢do, os camardes residem em ambientes marinhos,
enquanto que, na fase de desova, de desenvolvimento larval e até a fase juvenil, residem em
ambientes estuarinos. A espécie atinge um comprimento total maximo de 230 mm (HOLTHUIS,
1980). Os nomes populares dessa espécie variam de acordo com os paises onde sdo cultivados:
“camaron blanco” (México), “white shrimp” (México, Nicaragua, Costa Rica, Panama,
Colombia, Equador, Peru), “camaron patiblanco” (Panamd), “camaron café” (Colombia),
“langostino” para todas as espécies de Litopenaeus (Peru) (HOLTHUIS, 1980) e “camardo
branco” no Brasil.

Segundo dados da FAO (2000), a produ¢do mundial de L. vannamei, aumentou de 120.000
para 187.000 ¢ de 1991 para 1999, respectivamente. A produg¢do do camardo de cultivo L.
vannamei no Brasil, no ano de 2000, chegou a 25 mil # em uma area total cultivada de 6,2 mil ha.
Com essa produtividade de 4,03 #/ha, o Brasil passou a assumir a lideranga mundial em termos
de produtividade (SOUZA, 2001). Nesse mesmo ano, as exportagdes de camardo cultivado no
Brasil representaram US$ 71,4 milhdes e a previsdo para 2001 € a de atingir o valor de US$ 200
milhdes (SOUZA, 2001).

A carcinocultura brasileira concentra-se no nordeste devido as condigdes geograficas

favoraveis a atividade. Ja, em Santa Catarina, o camarao L. vannamei foi introduzido em 1998 na
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regido de Laguna pela Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e pela Empresa de
Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI). Experiéncias anteriores
com o cultivo da espécie nativa de camarao Farfantepenaeus paulensis, ou “camardo rosa”, no
estado de Santa Catarina ndo foram bem sucedidas. A produgdo de L. vannamei em 2001, em
Santa Catarina, foi de 572,1 ¢ (SOUZA, 2001), em 270 ha de tanques distribuidos em 23
fazendas. Esta produ¢@o superou em 200% a produgdo do ano 2000. O crescimento da atividade
de cultivo de L. vannamei nestes quatro anos foi de 1044%, passando de 50  em 1998 para 572,1
t em 2001 (SOUZA, 2001). A carcinocultura destaca-se no estado de Santa Catarina nas regides
circunvizinhas ao Complexo Lagunar (compreendendo os municipios de Laguna, Jaguaruna,

Garopaba e Imarui), Grande Florianopolis (Biguagu) e Baia da Babitonga (Barra do Sul).

2. A pratica da ablagdo e a maturagdo gonadica em fémeas de camaroes.

O processo utilizado mundialmente para a inducdo da maturacdo de camardes em cativeiro
¢ o da ablacdo peduncular unilateral (CAILLOUET, 1973; PRIMAVERA, 1978; BROWDY,
1992; FINGERMAN, 1997a). Essa técnica consiste na retirada de um dos peduinculos oculares,
que proporciona um desequilibrio hormonal nos camardes e que reverte na aceleracdo do
desenvolvimento ovariano (YANO, 1984; SADAHARU & PRIMAVERA, 1987;
NASCIMENTO et al., 1991). A regulagdao hormonal ¢ feita através do sistema neuro-endocrino,
que ¢ um importante sistema efetor, constituido de vérios grupos de neuronios, com funcao
glandular, que secretam mensageiros quimicos especificos como neuro-hormdnios langados na
circulagcdo. Os hormonios podem ser secretados em baixas concentragdes nos fluidos corporais

onde circulam e elicitam uma resposta em células alvo especificas. Estes hormonios controlam
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muitas fungdes, incluindo o metabolismo celular, o crescimento, a reprodugdo, a pigmentagao, a
funcao cardiovascular e a digestdo, entre outras (FINGERMAN, 1997a).

Em cada pedunculo ocular estdo localizados a glandula do seio e o 6rgdo X, formando o
conhecido complexo orgdo X - glandula do seio (FINGERMAN, 1997a). Esse complexo ¢ tido
como anéalogo ao complexo hipotdlamo-neurohipofisial dos vertebrados (FINGERMAN, 1997a).
A glandula do seio ¢ um 6rgdo neurohemal constituido por vasos sanguineos e pela por¢ao final
dos axdnios neurosecretores das células do lobo optico, bem como de axdnios do cérebro. Esta
glandula armazena e libera, de forma controlada, os produtos de secrecao do 6rgdo X. Este, por
sua vez, constitui-se de corpusculos celulares neurosecretores, que desembocam na glandula do
seio, sendo o 6rgio responsavel pela producdo do MIH (neuro-hormoénio inibidor da muda), do
MOIH (neuro-hormdnio inibidor do 6rgdo mandibular), do GIH (neuro-horménio inibidor da
gbonada, ou hormonio inibidor da vitelogénese - VIH) e do CHH (hormoénio hiperglicémico), que
¢ conhecido como fator diabetogénico por causar efeito hiperglicémico na hemolinfa de
crustaceos (vide revisao de FINGERMAN, 1997a), dentre outros. Os neuro-horménios CHH,
MIH e GIH j4 foram isolados e parcialmente seqiienciados no camardo Lifopenaeus vannamei
(WANG et al., 2000). O MIH ¢ um neuro-hormonio peptidico responsavel pela inibicdo da
producdo do hormdnio da muda (ecdisona) por uma outra glandula, denominada orgdo Y (vide
revisdo de LACHAISE et al., 1993). Este 6rgdo, encontra-se no segmento maxilar e ¢ responsavel
pela produgdo e secrecdo do hormoénio da muda na hemolinfa, na forma inativa (a-ecdisona),
que, por sua vez, ¢ convertido na forma ativa (B-ecdisona ou 20-hidroxi-ecdisona) nos tecidos
periféricos (vide revisio de SUBRAMONIAM, 2000). A acdo do B-ecdisona no processo de
muda de L. vannamei ja foi demonstrada (CHAN, 1995). Existe ainda, o orgdo mandibular,
situado proximo, mas em uma regido mais anterior ao 6rgao Y, que produz o neuro-hormoénio

MF (metil-farnesoato) responsavel por regular positivamente a atividade do 6rgao Y (vide Figura
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1) (HOMOLA & CHANG, 1997; CHAVES, 2001). A muda ¢ um importante processo
fisiologico nos crustaceos e resulta na troca do exoesqueleto rigido para permitir o crescimento.
Além de ser controlada por fatores intrinsecos, como estado nutricional e hormonios, ¢ também
influenciada por fatores extrinsecos, como a intensidade luminosa, fotoperiodo, temperatura,
salinidade, disponibilidade alimentar e poluentes (vide revisio de KLEINHOLZ, 1985). A
maioria dos crusticeos adultos continua a realizar a muda junto com a reproducdo

(SUBRAMONIAM, 2000).

Sistema Enddcrino Classico Sistema Neuro-endocrino

Glandula do Seio

Sistema

{ Nervoso Células cerebrais

neurossecretoras

Ganglio Toracico
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Figura 1. Desenho esquematico representando os locais da regulagdo neuro-enddcrina de crustaceos.




A maturagdo sexual de crustaceos pode decorrer da liberagdo do GSH (“fator hormonal
estimulador da gonada”) pelo cérebro e ganglios toracicos (VACA & ALFARO, 2000). Segundo
estes autores, o GSH ¢ uma molécula abstrata pois ainda nao foi convenientemente identificada,
nem medida diretamente. A liberacdo deste hormonio ¢ regulada positivamente pelo
neurotransmissor 5-HT (serotonina ou 5-hidroxi-triptamina) e pelo RPCH (hormdnio
concentrador de pigmento vermelho) (SAROJINI et al., 1995). Por outro lado, sua liberacao ¢
regulada negativamente pelos neurotransmissores DA (dopamina) e MET-ENK (encefalina-
metionina) (FINGERMAN, 1997b).

Cabe ainda salientar que a serotonina ou 5-HT tem especial relevancia na regulagcdo dos
sistemas de muda, maturacdo e transporte de glicose em crustaceos, uma vez que controla
positivamente o CHH, o GSH e o MIH e negativamente o MF. Por sua vez, o MF, produzido pelo
orgdo mandibular, pode estimular a maturacao gonadal (LAUFER et al., 1993), além de induzir
ao processo da muda (FINGERMAN, 1997b).

Como exposto acima, o complexo orgdo X - glandula do seio ¢ um centro neuro-enddcrino
da mais alta importancia para o ciclo vital dos camardes, regulando atividades cruciais de sua
fisiologia, como os processos de reproducdo e muda. Ao realizar a ablagdo em fémeas, mesmo
que unilateral, ocorre um desequilibrio hormonal consideravel, que as leva a uma maturacao
ovariana precoce, tornando-as mais aptas para a reproducao, caracteristica esta muito conveniente
aos carcinocultores. Esta maturagdo precoce decorre de um decréscimo do GIH, secretado pelo
complexo orgdo X - glandula do seio, favorecendo talvez a acdo do fator GSH sobre as gonadas.
Além do mais, ocorre uma diminui¢do dos niveis de MIH e MOIH plasmaticos, que induz ao
processo de muda. A remocao do complexo orgao X - glandula do seio pode provocar ainda um

decréscimo do CHH, o que talvez resultasse na diminui¢ao de glicose na hemolinfa.
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Deve-se ainda ressaltar que, embora a pratica da ablagdo, mesmo que unilateral, induza
picos previsiveis de matura¢do e desova, traz também desvantagens, como a deterioracdo na
qualidade e quantidade da desova (EMMERSON, 1980; PRIMAVERA, 1985; TSUKIMURA &
KAMEMOTO, 1991). Além do mais, os resultados quanto ao tamanho da desova e sucesso da
eclodibilidade sdo ainda conflitantes (BROWDY, 1992). A manipulagdo e a grave perturbagdo
fisoldgica causadas as fémeas submetidas a ablagdo, representam uma condi¢do potencialmente
estressante a saude desses animais. Surpreendentemente, estudos relativos ao efeito da
apenduculacdo unilateral no sistema imune de fémeas de peneideos sdo praticamente inexistentes.
Como excegdo, foi realizado um estudo em nosso laboratorio, relacionando a pratica de ablagdo e
a modulacdo de alguns pardmetros hemato-imunoldgicos no camardo nativo Farfantepenaeus
paulensis (PERAZZOLO et al., 2002). Este trabalho serviu de prefacio para o presente estudo,
que focalizou especificamente a modulacdo de alguns parametros hemato-imunologicos no

camardo Litopenaeus vannamei, atualmente utilizado nos programas de cultivo no Brasil.

3. O sistema imune de crustdceos.

Assim como outros invertebrados, os crustdceos também sdo considerados portadores de
um sistema imune simples e primitivo, desprovidos de um sistema imune adaptativo com
memoria imunologica, como ocorre nos vertebrados. Apresentam, porém, mecanismos eficientes
de protegdo, sendo capazes ndo apenas de resistir, mas também de eliminar uma ampla variedade
de microorganismos e outros parasitas invasores, preservando assim sua integridade.

O sistema imune dos crustaceos conta com reagdes celulares ¢ humorais, tal como ocorre
nos vertebrados. Ambas reagdes estdo associadas a hemolinfa ou sangue, que ¢ um tecido fluido,

composto por uma fracdo celular, constituida pelos hemocitos, e por uma fracdo liquida,
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representada pelo plasma, onde residem os fatores humorais (vide revisio de SODERHALL &
CERENIUS, 1992). Os hemocitos dos crustaceos sdo tidos como analogos funcionais dos
leucocitos dos vertebrados e estdo relacionados as reagdes imune-celulares. A tendéncia atual ¢é
de reconhecer trés tipos de hemoécitos em crustaceos: hemdcitos hialinos (HH), hemécitos com
granulos pequenos (HGP) e hemdcitos com granulos grandes (HGG) (BAUCHAU, 1981; HOSE
et al., 1990; GARGIONI & BARRACCO; 1998). Em Litopenaeus vannamei também parecem
ocorrer estes trés tipos celulares (DESTOUMIEUX et al., 1997).

As reagdes imune-celulares, mediadas pelos hemdcitos, englobam mecanismos como a
fagocitose de corpos estranhos, a formagao de ndédulos em torno de uma grande quantidade de
microorganismos invasores, o encapsulamento de corpos estranhos de grande tamanho ¢ a
cicatrizacdo de ferimentos. Além do mais, estas células produzem ainda uma variedade de
moléculas citotoxicas e microbicidas, capazes de lisar e/ou degradar os patégenos fagocitados ou
aprisionados em nodulos ou capsulas (vide revisdes de BAUCHAU, 1981; HOSE et al., 1990;
SODERHALL & CERENIUS, 1992; ROCH, 1999).

Dentre as moléculas citotdxicas e microbicidas produzidas pelos hemocitos destacam-se as
espécies reativas de oxigénio (ERO) e os peptideos anti-microbianos (PAM). As ERO sao
usualmente produzidas durante o processo de fagocitose, que ¢ acompanhado de uma reacgdo
conhecida como estresse oxidativo ou “burst respiratério” onde a principal protagonista ¢ a
enzima de membrana NADPH-oxidase (BABIOR et al., 1973). O primeiro produto formado
nesse processo ¢ o anion superoxido (O;"). Reagdes subseqiientes produzirdo outras ERO, tais
como o peroxido de hidrogénio (H0,), o radical hidroxil (OH) e o oxigénio singlet (‘0,), além
de outros subprodutos originados a partir destes compostos (vide revisao de ANDERSON, 1996).
A capacidade dos hemocitos em produzir ERO, mediante estimulagao celular ou fagocitose, foi

recentemente demonstrada em L. vannamei (MUNOZ et al., 2000).
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Por outro lado, os PAM vém despontando recentemente, como as moléculas mais
promissoras na atualidade, no combate a infec¢des em crustaceos e outros invertebradas (vide
revisdo de BACHERE et al., 2000). Os PAM corresponderiam a antibidticos naturais endégenos
e, em camardes, foram primeiramente isolados, seqiienciados e clonados em L. vannamei
(DESTOUMIEUX et al., 1997). Infelizmente, os PAM presentes em L. vannamei nao mostraram
atividade contra bactérias Gram negativas, incluindo as do género Vibrio, que sdo as bactérias
mais prejudiciais aos cultivos de camardes na atualidade (DESTOUMIEUX et al., 1999, 2000).

Os fatores humorais incluem moléculas dissolvidas no plasma, como as lectinas, os fatores
de coagulacao e as moléculas do sistema pro-fenoloxidase (proPO).

As lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas, de ocorréncia ubiqua, que reconhecem
especificamente acticares da superficie celular ou de glicoconjugados, causando sua aglutinacao
ou precipitagdo. A presenca de lectinas de ocorréncia natural na hemolinfa de crustaceos ja esta
bem estabelecida (vide revisao de MARQUES & BARRACCO, 2000). Devido a sua propriedade
de aglutinar células estranhas, as lectinas de invertebrados foram consideradas como sendo
potencialmente anédlogas funcionais dos anticorpos dos vertebrados, tendo importante papel no
reconhecimento do ndo-proprio (MARQUES & BARRACCO, 2000). De uma forma geral, as
lectinas de camardes parecem ser especificas para acticares N-acetilados e em especial para
derivados do 4cido sialico e sialoglicoconjugados (MARQUES & BARRACCO, 2000).
Surpreendentemente, as lectinas da hemolinfa do camarfo L. vannamei ainda ndo foram isoladas
e caracterizadas.

As reagdes celulares de defesa de muitos crustaceos sdo freqiientemente acompanhadas por
um processo de melanizagdo. Em artropodes, a produgdo de melanina estd envolvida no processo
de esclerotizagdo da cuticula e reparo de feridas, assim como nas rea¢des imune-celulares, como

a formacgdo de nodulos e cépsulas hemociticas em torno de microorganismos e outros parasitas
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(SODERHALL & CERENIUS; 1992; ASHIDA & BREY, 1997). A biossintese da melanina é
um processo complexo, que envolve uma série de reacdes proteoliticas em cascata, envolvendo a
oxidagdo de compostos fenolicos como a a-di-hidroxi-fenilalanina (DOPA) e gerando como
produto final um pigmento escuro, a melanina (vide revisdes de SODERHALL & CERENIUS,
1992; ASHIDA & BREY, 1997). A principal enzima envolvida no processo de melanizacao ¢ a
fenoloxidase (PO) e esta tem sido detectada tanto na hemolinfa quanto na cuticula de crustaceos
(SODERHALL & CERENIUS, 1998). A PO existe usualmente sob uma forma inativa (proPO)
que pode ser ativada por componentes da superficie de microorganismos (vide revisdo de
SODERHALL & CERENIUS, 1992; ASHIDA & BREY, 1997). O sistema de ativagdo da proPO
tem sido bem estudado em varios crustiaceos (HERNANDEZ-LOPEZ et al., 1996; SODERHALL
et al., 1996; PERAZZOLO & BARRACCO, 1997; SODERHALL & CERENIUS, 1998). Este
sistema ¢ ativado por quantidades extremamente baixas de 3-1,3-glicanas da superficie de fungos
(SODERHALL & UNESTAM, 1979; HERNANDEZ-LOPEZ et al., 1996; PERAZZOLO &
BARRACCO, 1997; VARGAS-ALBORES et al., 1997) e lipopolissacarideos (LPS) da parede
celular de bactérias Gram-negativas (SODERHALL & HALL, 1984; HERNANDEZ-LOPEZ et
al., 1996; PERAZZOLO & BARRACCO, 1997). Estes compostos induzem a clivagem
proteolitica da proPO por uma serino-protease endogena (enzima ativadora da profenoloxidase,
ppA), que foi isolada e purificada em alguns artrépodes, como crusticeos (ASPAN et al., 1990) e
insetos (vide revisao de ASHIDA & BREY, 1997). Uma vez gerada, a PO catalisa a hidroxilacao
de monofendis, como o aminoacido tirosina, a o-difendis (DOPA ou DOPAMINA), seguido da
oxidagdo destes, para O-quinonas (DOPAQUINONA ¢ DOPAMINOQUINONA) (NAPPI &
VASS, 1993). Durante este processo, em cascata, forma-se o pigmento vermelho-coral DOPA-

cromo, que pode ser detectado em espectrofotdmetro (absorbancia 490 nm) e que precede a
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formacgdo do pigmento escuro melanina. Nos camardes peneideos, as enzimas do sistema proPO
estdo localizadas no interior dos hemocitos (HERNANDEZ-LOPES et al., 1996; PERAZZOLO
& BARRACCO, 1997), o que esta de acordo com evidéncias recentes que demonstraram que, em
P. monodon, o RNAm da proPO ¢ expresso somente nos hemocitos (SRITUNYALUCKSANA et
al., 1999). O papel preciso da melanina nas respostas imunoldgicas dos artrépodes, ainda ndo esta
claramente elucidado. No entanto, sabe-se que a via que leva a sintese deste componente gera
provisoriamente moléculas tdxicas, como as quinonas, acima mencionadas, ¢ varios radicais
livres (ERO), que podem funcionar como potentes destruidores de parasitas (NAPPI & VASS,
1993). Por outro lado, o composto final melanina ¢ descrito como fungistatico (JOHANSSON &
SODERHALL, 1989) e funciona ainda como “scavenger” de radicais livres (NAPPI & VASS,
1993) auxiliando, assim, na eliminagdo destes compostos altamente reativos, que poderiam
provocar danos importantes também aos tecidos internos dos invertebrados.

Vertebrados e invertebrados tém um mecanismo molecular eficiente para formar codgulos
a partir de componentes do sangue ou da hemolinfa. Este mecanismo ¢ necessario para prevenir a
perda dos liquidos corporais, em decorréncia de uma lesdo no exoesqueleto e para prevenir a
disseminac¢do de microorganismos pelo corpo (vide revisio de SODERHALL & CERENIUS,
1992). Entre os invertebrados, existem diferentes tipos de sistema de coagulagdo (vide revisao de
SRITUNYALUCKSANA & SODERHALL, 2000). Em crustaceos, assim como nos insetos, o
sistema de coagulacdo envolve um componente celular, a enzima transglutaminase (TGase),
dependente de Ca™, contida no interior dos granulos dos hemdcitos (DURLIAT, 1985), e uma
lipoglicoproteina plasmatica denominada proteina de coagulagdo (PC) (KOPACEK et al., 1993).
Algumas vezes, esta lipoglicoproteina ¢ chamada de coagulogénio ou fibrinogénio (MADARAS
et al.,, 1981; MARTIN et al., 1991). A PC de crustaceos parece ainda atuar no transporte de

pigmentos, lipideos e carboidratos e serve como proteina de reserva em condigdes de jejum
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(DURLIAT, 1985; KOMATSU & ANDO, 1998). A base da coagulacdo ¢ a reagdo catalisada
pela TGase que resulta na polimerizacao de varias PC através de ligagdes intermoleculares entre
os residuos de lisina de uma PC com os residuos de glutamina de outra PC, formando assim um
processo denominado de gelificagdo (LORAND & CONRAD, 1984). A PC ja foi detectada em
varios crustaceos como no peneideo P. monodon (YEH et al., 1998), no lagostim Pacifastacus
leniusculus (HALL et al., 1999) e na lagosta Panulirus interruptus (DOOLITTLE & RILEY,
1990). A PC foi primeiro clonada e caracterizada em P. leniusculus (HALL et al., 1999) e em
seguida nos camardes peneideos P. monodon (YEH et al., 1999) e L. vannamei (MONTANO-
PEREZ et al., 1999). No entanto, a reacdo de coagulagdo s6 foi totalmente caracterizada até o
momento em P. leniusculus (HALL et al., 1999). Situacdes de estresse geralmente provocam um
desequilibrio no processo de coagulacdo da hemolinfa resultando numa coagulagdo mais lenta e
deficiente, fendmeno este bem conhecido pelos criadores de camardo. Como exemplo, podemos
citar a observagdo de JUSSILA et al. (2001) que ao submeter a lagosta Panulirus cygnus a um
intenso exercicio observou um aumento no tempo de coagulacdo em relagdo aos animais nao

submetidos a esta condicao estressante.

4. Parametros hemato-imunologicos como indicadores de estresse.

E interessante observar, sendo talvez um paradoxo, que a hematologia ¢ a bioquimica
clinica, duas das principais ferramentas da medicina humana e veterinaria, sejam tdo raramente
utilizadas como ferramentas de diagnostico em patologias de camardes peneideos. Apesar dos
poucos estudos que se referem a alteragdes dos pardmetros da hemolinfa em relagdo a doencas
infecciosas em camardes e lagostas, quase nenhum desses testes tem sido adotado como

diagnoéstico de rotina (LIGHTNER & REDMAN, 1998). Somente o tempo de coagulacio e
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mudancas na contagem total de hemocitos (THC) parecem ser usados atualmente para o
diagnostico de doengas em camardes (LIGHTNER, 1996). Contudo, outros parametros hemato-
imunologicos, como a atividade da PO, indice fagocitico e produgao de ERO, niveis de proteina
totais, titulo da atividade aglutinante, concentracdo de glicose e lactato poderiam também ser
uteis para avaliar as condigdes de saude de camardes em cultivo.

A THC consiste na contagem total dos hemocitos presentes num determinado volume de
hemolinfa, facilmente feita em um hemocitometro ou camara de Neubauer. Embora a literatura
disponha de resultados controversos € os camardes apresentem alta variabilidade individual
(SUNG et al.,1994; JOHANSSON et al., 2000), a THC ¢ um dos parametros mais utilizados para
avaliar o estado de saude de crustaceos (CHENG & CHEN, 2001). Diferentes relatos t€ém
demonstrado alteragdes da THC nas mais diversas condi¢des fisico-quimicas e bioldgicas em
crustaceos, como situagdes de hipoxia (Le MOULLAC et al., 1998), baixa temperatura (Le
MOULLAC & HAFFNER, 2000), baixa salinidade (PERAZZOLO et al., 2002), estdgios da
muda (TSING et al., 1989), aclimatagdo em cativeiro (SANCHEZ et al., 2001), presenga de
xenobiontes (SMITH & JOHNSTON, 1992; SMITH et al., 1995) e infecgcdes (SMITH &
SODERHALL, 1983; MARTIN et al., 1993; HAUTON et al., 1997; HENNIG et al., 1998;
GOARANT & BOGLIO, 2000; RENGPIPAT et al., 2000). Diferentes autores concordam que
um aumento da THC poderia conferir maior protecao contra doengas em crustaceos decapodes
(TRUSCOTT & WHITE, 1990; Le MOULLAC et al.,1998; Le MOULLAC & HAFFNER,
2000).

A concentragdo protéica (CP) do plasma de camardes também parece variar em relagdo a
mudangas ambientais e/ou fisiologicas (RODRIGUEZ & Le MOULLAC, 2000). Alguns relatos

descrevem a alteragdo da CP em crustidceos em funcao da temperatura da dgua (CHISHOLM &
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SMITH, 1994; SANCHEZ et al., 2001), niveis de oxigénio dissolvido (ENGEL et al.,1993), dieta

(ROSAS et al., 2000) e ciclo da muda (CHEN & CHENG, 1993).

Por outro lado, condi¢des de estresse provocadas por fatores ambientais e/ou fisioldgicos
podem também resultar numa alteragdo da concentragdao de lectinas na hemolinfa de camardes.
Efetivamente, um aumento da atividade aglutinante do plasma foi relatado no plasma de ostras
Crassostrea gigas expostas a bactéria Vibrio anguillarum (HARDY et al., 1977; OLAFSEN et
al., 1992), no caranguejo Callinectes sapidus injetados com eritrocitos de invertebrados
(PAULEY, 1973) e no camardo Penaeus monodon apos infeccdo pelo Vibrio vulnificus
(RATANAPO & CHULAVATNATOL, 1992). Um aumento da atividade aglutinante foi
também descrito em adultos de Macrobrachium rosenbergii em relagdo aos estdgios mais jovens
(AGUNDIS et al., 2000).

A PO ¢ também um imuno-parametro que vem sendo progressivamente muito utilizado
para avaliar o estado de saude de crustaceos. Alguns estudos tém demonstrado que a atividade da
PO em crustidceos pode variar em funcdo da alteracdo da temperatura (Le MOULLAC &
HAFFNER, 2000), hipoxia (Le MOULLAC et al., 1998), ciclo de muda (Le MOULLAC et al.,
1997), presenca de contaminantes (SMITH & JOHNSTON, 1992; SMITH et al., 1995),
infecgdes (HAUTON et al., 1997) e estresse fisiologico (PERAZZOLO et al., 2002).

Por outro lado, situagdes de estresse podem causar ndo apenas alteragcdes em parametros
imunologicos mas também em parametros fisioldgicos, como por exemplo, nos niveis
plasmaticos de glicose e lactato. Alteragdo nos niveis de glicose foi relatada em crustaceos
submetidos a hipoxia (HALL & HAM, 1998), variacdes de temperatura e salinidade (CHANG et
al., 1998), ou quando expostos a diferentes metais pesados (LORENZON et al., 2000).

O lactato forma-se a partir do metabolismo de carboidratos (glicose). Nesta via, forma-se

usualmente o piruvato, que entra no ciclo do acido tricarboxilico e na fosforilagao oxidativa. O
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acumulo de lactato em crustaceos significa que o metabolismo anaerobico foi maior do que o
aerdbico. Para evitar danos associados ao acimulo de cristais de lactato no musculo, o lactato é
usualmente estocado na hemolinfa. Quando o estresse diminui, o lactato ¢ transportado para o
musculo para ser metabolizado e sua concentracdo na hemolinfa diminui (SPOTTS & LUTZ,
1981; PATERSON, 1993). Em alguns crustaceos foi demonstrado que os niveis de lactato podem
aumentar com a hipoxia (TAYLOR & WHITELEY, 1987; ZOU et al,, 1996) e com a variagao de

temperatura (SANCHEZ et al., 2001).

5. Imunoestimulantes - Vitamina C

O aumento da resisténcia imunoldgica de camardes de importancia econdomica frente a
situacdes de estresse causado por infecgdes e outros fatores ambientais e/ou fisiologicos,
desponta atualmente como uma das areas mais promissoras de investigacdo em aqiiicultura.
Como mencionado anteriormente, os invertebrados ndo possuem um sistema imune adaptativo,
com memoria imunologica e com a imensa variedade de anticorpos especificos caracteristicos
dos vertebrados. Desta forma, o sistema imune de camardes ndo tem como ser estimulado
especificamente por diferentes antigenos, nem ha possibilidade de se desenvolver vacinas
protetoras especificas. A busca de uma maior resisténcia imunoldgica em camardes reside, assim,
na tentativa de se estimular suas defesas naturais, através do desenvolvimento e utilizacdo de
moléculas potencialmente imunoestimulantes, que possam ser fornecidas na sua dieta.

Existem evidéncias que a vitamina C ou acido ascorbico (AA) atua ndo somente como um
potente antioxidante (BLOCK & LANGSETH, 1994; MOREL & BAROUKI, 1999), mas pode
também atuar como imunoestimulante em vertebrados (DURVE & LOVELL, 1982; HALVER,

1985; BLAZER, 1992; VERLHAC et al, 1996; MULERO et al, 1998) e invertebrados
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(KONTARA et al., 1997; MERCHIE et al., 1997). Existem ainda relatos que a vitamina C
melhora o desempenho reprodutivo de peixes (SANDNES et al., 1984; SOLIMAN et al., 1986) e
de peneideos (CHAMBERLAIN, 1988; ALAVA et al., 1993; CAHU et al., 1995; WOUTERS et
al., 1999). Contudo, estudos sobre uma suplementagdo apropriada de vitamina C na dieta de
peneideos, com o intuito de otimizar seu sistema imunoldgico e desempenho reprodutivo sdo
extremamente €scassos.

A maioria dos crustaceos nao sintetizam vitamina C, pois carecem da enzima gulonolactona
oxidase (GLO), que cataliza o passo final da conversao da glicose a 4cido ascorbico (BURNS et
al., 1956; SATO & UDENFRIEND, 1978). No entanto, a possibilidade de uma sintese limitada
de AA em algumas espécies de camardes peneideos foi relatada por LIGHTNER et al. (1979). De
qualquer forma, as espécies de camardes testadas até o momento exigem uma fonte de AA na
dieta. Conseqiientemente, mesmo que os crustdceos possuam uma limitada habilidade de
sintetizar AA, esta sintese ¢ largamente insuficiente para atender as suas exigéncias metabolicas
(CONKLIN, 1997).

Os alimentos utilizados na dieta de reprodutores apresentam contetidos muito variaveis de
AA. As algas, por exemplo, podem ser ricas em AA, mas a concentragdo desta vitamina varia
muito entre as diferentes espécies (MERCHIE et al., 1995). Por outro lado, alimentos frescos
usualmente oferecidos na dieta de reprodutores, como mexilhdes, ostras e lulas, apresentam
valores muito baixos ou negligenciaveis de AA, possivelmente pelas condi¢des improprias de
estocagem (SANGHA et al., 2000). Sendo assim, um adequado suplemento vitaminico utilizado
na ra¢do da dieta dos camardes torna-se crucial.

A deficiéncia de AA nos camardes ¢ extremamente prejudicial, podendo resultar em
diversas anomalias, como crescimento reduzido, baixa conversdo alimentar, lesdes

esbranquigadas ou escurecidas sob o exoesqueleto abdominal, reducdo da freqiiéncia de muda ou

29



muda incompleta, decréscimo da resisténcia imunoldgica, diminuicao da sintese de colageno e
deficiéncia no reparo de feridas (DESHIMARU & KUROKI, 1976; LIGHTNER, 1977;
MAGARELLI & COLVIN, 1978; SHIGUENO & ITOH, 1988; CATACUTAN & De La CRUZ,
1989; HE & LAWRENCE, 1993). A ocorréncia de lesdes melanizadas no exoesqueleto
(chamadas de “black death”), em consequéncia de uma dieta deficiente de AA, ja foi relatada em
Litopenaeus vannamei (MONTOYA & MOLINA, 1995). O AA ¢ instavel e degradavel, sendo
facilmente afetado pela temperatura da agua, oxidacdo, pH, luz e tempo de exposi¢do ao
ambiente (GRANT et al., 1989). Portanto, uma forma mais estavel de AA torna-se necessaria,
tanto para as etapas do processamento e estoque de alimento quanto para o processo de
alimentagdo destes animais aquaticos. Atualmente, existem varios derivados de acido ascorbico,
como os ésteres de fosfato, que tém se demonstrado altamente resistentes a oxidagdo e
degradacdo e conseqiientemente mais biodisponiveis para peixes e crusticeos (GRANT et al.,
1989; WILSON et al., 1989; HE & LAWRENCE, 1993). Muitos nutricionistas tém utilizado o
L-ascorbil-2-polifosfato (ApP) como uma fonte de vitamina C (GRANT et al., 1989; HE &
LAWRENCE, 1993; CHEN & CHANG, 1994; KONTARA et al., 1997; SANGHA et al., 2000),
j4 que é uma forma resistente a oxidacdo e degradacdao durante o processamento e estoque do
alimento (CASTILLE et al., 1996).

A quantidade atualmente recomendada de AA, sob forma fosfatada ou sulfatada, na dieta
de peneideos ¢ de 200 mg/kg de dieta (CONKLIN, 1997). Nestes animais, tem sido proposto que
os principais 0rgdos de reserva de vitamina C sejam primeiramente os ovarios € em seguida o
hepatopancreas. Em reprodutores de L. vannamei, SANGHA et al. (2000) encontraram valores na
faixa de 6 a 93 pg de AA/g no tecido ovariano e de 14 a 40 pg/g no hepatopancreas, enquanto o

musculo continha quantidades negligenciaveis (<1,0 pg/g). Com base nesse estudo, utilizamos os
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ovarios ¢ o hepatopancreas de fémeas de L. vannamei para detectar a deposi¢cdo de acido
ascorbico em nossos ensaios.

O objetivo desse estudo foi analisar alguns pardmetros hemato-inumolégicos (THC,
concentragdo de proteinas totais, lectinas, glicose e lactato e atividade da enzima PO na
hemolinfa) em fémeas adultas do camardo Lifopenaeus vannamei submetidas ao processo de
ablacdo e cuja dieta foi suplementada com superdosagens de vitamina C.

O Artigo Cientifico serd submetido para publicacdo no periddico Aquaculture. Em anexo,

encontram-se as normas para a publicacdo do periodico.
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Resumo

O objetivo do presente trabalho foi o de avaliar alguns pardmetros hemato-imunologicos em
fémeas reprodutoras da espécie de camarao Litopenaeus vannamei, submetidas ao processo de
ablacdo unilateral e cuja dieta foi suplementada com superdosagens de vitamina C, como forma
de imunoestimulag¢do. Os pardmetros analisados foram: contagem total de hemdcitos (THC),
concentragdo de proteinas plasmaticas, niveis de glicose e lactato, atividade aglutinante e
atividade da enzima fenoloxidase. As fémeas foram analisadas no dia anterior a ablacao e nos
dias 1, 3, 7 e 14 ap6s a ablagdo. A suplementagdo com superdosagens de vitamina C foi oferecida
as fémeas (1x ao dia) juntamente com alimento fresco, durante duas semanas antes ¢ duas
semanas apods a ablagdo, sob a forma de acido ascorbico polifosfatado (ApP). As fémeas foram
divididas em um grupo controle (NS), ndo suplementado com superdosagens de ApP (200 mg/kg
= dose recomendada) e dois grupos (S1 e S2) suplementados com doses de 10 e 20 vezes maiores
que a dose recomendada, respectivamente. Surpreendentemente, a grande maioria dos parametros
hemato-imunologicos analisados ndo mostrou alteracdo estatisticamente significativa no grupo
NS. Houve apenas uma reducdo significativa do titulo aglutinante do soro no terceiro dia
subseqiiente a ablagdo. As fémeas suplementadas com superdosagens de vitamina C (S1 e S2)
também ndo apresentaram altera¢des significativas na maioria dos pardmetros analisados, com
excegdo do titulo aglutinante e dos niveis de glicose da hemolinfa. Nao houve declinio da
atividade aglutinante nos grupos S1 e S2 no terceiro dia da ablagdo como verificado no grupo
NS, sugerindo talvez uma eventual imunoestimulacdo pela vitamina C. Por outro lado, os grupos
S1 e S2 mostraram uma hipoglicemia no primeiro dia apds ablagdo. Esta hipoglicemia decorreu
provavelmente de uma diminui¢do transitéria dos niveis do hormoénio hiperglicemiante como

conseqiiéncia do processo da ablagdo peduncular que remove o complexo glandula do seio -

34



orgdo X, responsavel pela producdo e liberagdo desse hormonio, entre outros. A auséncia de
alteracdes significativas nos paradmetros hemato-imunoldgicos analisados parece sugerir a
ocorréncia de um mecanismo compensatdorio desencadeado pelo pedunculo ocular ndo ablado,
uma vez que a apedunculagdo foi apenas unilateral. Pode-se ainda especular que os parametros
hemato-imunologicos selecionados para este estudo ndo sejam os mais favordveis para avaliar
esta condicdo de estresse ou ainda que o L. vannamei seja efetivamente uma espécie muito
resistente capaz de manter sua homeostase, mesmo quando submetida a um estresse fisiologico

SEVECro.

Palavras-chave: parimetros hemato-imunolégicos, ablagdo unilateral, imuno-estimulante,

acido ascorbico, crustaceos, Litopenaeus vannamei.

1. Introducao

O camardo Litopenaeus vannamei representa 90 % da produgao total de camarao de cultivo na
América Latina (FAO, 2002). No Brasil, esta espécie exotica vem sendo cultivada ha anos no
nordeste do pais, gracas as suas condi¢des geograficas favoraveis. Esta espécie foi recentemente
introduzida, ha cerca de 5 anos, na regido sul do pais (estado de Santa Catarina), onde vem sendo
cultivada com surpreendente sucesso, apesar das aguas mais frias, podendo atingir até 14°C no
inverno. No Brasil, a maturacdo de fémeas de L. vannamei é realizada em laboratorio, utilizando
o processo de ablagdo ou apedunculacdo ocular unilateral, técnica esta mundialmente utilizada
nos programas de reproducao de camardes de cultivo (vide revisao de FINGERMAN, 1997).

Em crustaceos, o pedinculo ocular abriga um importante centro neuro-endocrino denominado

complexo glandula do seio - orgdo X, que controla varios processos fisioldgicos cruciais como a
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reproducao e o ciclo de muda destes animais. Este complexo secreta uma variedade de neuro-
horménios, entre os quais o GIH (hormdnio inibidor da génada), o MIH (hormoénio inibidor da
muda) e o CHH (hormoénio hiperglicémico) (FINGERMAN, 1997). O processo de ablagdo,
mesmo que unilateral, resulta num desequilibrio hormonal consideravel nas fémeas, induzindo-as
a uma maturacdo ovariana e tornando-as precocemente aptas para a reprodugdo, no periodo
programado pelo manejador. Além do mais, o processo de apedunculacio ¢ uma pratica
mecanicamente agressiva e mutilatoria, podendo levar estas fémeas a um estresse fisiologico
severo. Surpreendentemente, o estresse causado nas fémeas pelo processo de ablagdo foi muito
pouco investigado. Em nosso conhecimento, o unico estudo que relata alteragdes de alguns
parametros hemato-imunologicos em camardes submetidos ao processo de ablagdo foi realizado
em nosso laboratorio com a espécie Farfantepenaeus paulensis (PERAZZOLO et al., 2002).

Como ja ¢ bem conhecido, situacdes de estresse resultam geralmente numa baixa da
resisténcia imunolodgica, tornando os animais mais vulnerdveis a alteracdes ambientais e a
contrair infecgdes. O sistema imune dos crusticeos estd basicamente relacionado ao seu sangue
ou hemolinfa, que contém células circulantes ou hemocitos e fatores humorais dissolvidos no
plasma. Os hemocitos sdo os principais responsaveis pelas reagdes imune celulares, que
compreendem a fagocitose de microrganismos, a formacao de nddulos e capsulas em torno de
corpos estranhos e a produgdo de moléculas citotoxicas e microbicidas capazes de lisar e/ou
degradar os invasores. Os fatores humorais incluem, por sua vez, as lectinas, os fatores de
coagulacdo e os componentes do sistema pro-fenoloxidase (proPO) (vide revisdes de MILLAR
& RATCLIFFE, 1994; SODERHALL & CERENIUS, 1992; ROCH, 1999;
SRITUNYALUCKSANA & SODERHALL, 2000).

As lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas capazes de causar a aglutinacdo de células,

ligando-se especificamente a aglicares de sua superficie. Devido a sua propriedade de aglutinar
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células estranhas, as lectinas de invertebrados, incluindo as de crustaceos, foram consideradas
como sendo potencialmente andlogas funcionais dos anticorpos dos vertebrados, tendo
importante papel no reconhecimento do nao-proprio. De uma maneira geral, as lectinas de
camardes parecem ser especificas para agucares N-acetilados, em especial para derivados do
acido sialico e sialoglicoconjugados (vide revisio de MARQUES & BARRACCO, 2000).

O sistema proPO ¢ um sistema complexo, composto de uma cascata proteolitica desencadeada
pela enzima fenoloxidase (PO) que, em crusticeos, encontra-se compartimentalizada nos
granulos dos hemdocitos. A PO ocorre usualmente sob uma forma inativa (proPO) e ¢ ativada por
componentes da superficie de fungos e/ou bactérias Gram positivas e negativas, culminando com
a formacgdo de um pigmento escuro denominado melanina. O sistema de ativagcdo da proPO tem
sido particularmente bem estudado em crustaceos, incluindo peneideos (vide revisdo de
SRITUNYALUCKSANA & SODERHALL, 2000). O papel preciso da melanina nas respostas
imunolégicas dos crustdceos ndo esta ainda claramente elucidado. No entanto, sabe-se que
durante sua biossintese ocorre a producdo transitoria de moléculas toxicas, como quinonas e
varios radicais livres que podem funcionar como potentes destruidores de microorganismos e
outros patdégenos (NAPPI & VASS, 1993). Por outro lado, o composto final melanina ¢ descrito
como fungistatico JOHANSSON & SODERHALL, 1989) e funciona ainda como “scavenger”
de radicais livres (NAPPI & VASS, 1993), auxiliando, assim, na elimina¢cdo destes compostos
altamente reativos, que poderiam provocar danos importantes aos proprios tecidos dos
hospedeiros.

E interessante observar, sendo talvez um paradoxo, que a hematologia e a bioquimica clinica,
duas das principais ferramentas da medicina humana e veterinaria, sejam ainda tdo raramente
utilizadas como ferramentas para o diagnostico das condi¢des de salide em camardes peneideos

(LIGHTNER & REDMAN, 1998). Contudo, alguns parametros hemato-imunolégicos como, por
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exemplo, os hemogramas, a atividade da PO, o indice fagocitico e a producdo de ERO (espécies
reativas de oxigénio), vém sendo recentemente selecionados em crustaceos para esta finalidade
(HAUTON et al., 1997, Le MOULLAC et al, 1997, HENIG et al, 1998;
SRITUNYALUCKSANA et al., 1999; MUNOZ et al., 2000; SANCHEZ et al., 2001;
PERAZZOLO et al., 2002).

O aumento da resisténcia imunoldgica de camardes de importdncia econdmica frente a
situacdes de estresse causadas por infec¢des e outros fatores ambientais e/ou fisiologicos &,
atualmente, um dos grandes desafios da imunologia de crustaceos, j& que esses animais sao
desprovidos de um sistema imunologico adaptativo com anticorpos especificos € memoria
imunolégica. Desta forma, o desenvolvimento e a utilizacdo de moléculas potencialmente
imunoestimulantes, poderiam auxiliar estes animais a superar certas condi¢cdes de estresse como,
por exemplo, a ablagdo peduncular unilateral. Neste contexto, a vitamina C desponta como um
suplemento nutricional promissor, uma vez que ja estd bem estabelecido que esta vitamina, além
de funcionar como um potente antioxidante (BLOCK & LANGSETH, 1994; MOREL &
BAROUKI, 1999), atua ainda como imunoestimulante tanto em vertebrados (DURVE &
LOVELL, 1982; MULERO et al., 1998) quanto em invertebrados (KONTARA et al., 1997;
MERCHIE et al., 1997; LEE & SHIAU, 2002).

O objetivo do presente trabalho foi o de analisar alguns pardmetros hemato-inumologicos
basicos, tais como a contagem total de hemocitos (THC), a concentragdo de proteinas totais,
glicose e lactato, a atividade aglutinante e a atividade da enzima PO na hemolinfa de fémeas de
Litopenaeus vannamei, submetidas ao processo de abla¢do e cuja dieta foi suplementada com

superdosagens de vitamina C.
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2. Material and Métodos

2.1 Material biologico

Nesse estudo foram utilizadas fémeas de camardes da espécie Litopenaeus vannamei (PEREZ
FARFANTE & BRIAN KENSLEY, 1997), durante o periodo reprodutivo e aparentemente
sauddveis. Os animais foram utilizados no Setor de Maturacdo e Reprodugdo do Laboratorio de
Cultivo de Camardes Marinhos da Barra da Lagoa (LCM), Departamento de Agiiicultura,

Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

2.2 Desenho Experimental

Foram preparados 12 tanques circulares de maturacdo (quatro por tratamento), com 4 m de
diametro, contendo cada um 100 animais (45 fémeas e 55 machos). Os camardes foram tratados
com uma dieta basal, constituida de ragdo peletizada para reprodutores (ZEIGLER BROS. INC:
crude protein 40% min., crude fat 9% min., crude fiber 4% max.), acrescida de alimento fresco
(lula - Loligo sp., bivalves picados — Perna perna e Artemia) e de uma suplementacdo em acido
ascorbico polifosfatado, (ApP, AQUASTAB - 42% de atividade = AAE). Foram estabelecidos 3
grupos de fémeas em relacdo a dieta: grupo NS (controle), dieta basal contendo 200 mg AAE/kg
(ZEIGLER BROS INC., dose recomendada para reprodutores); grupo SI, dieta basal com
suplemento de 1.000 mg AAE/kg; grupo S2, dieta basal com suplemento de 2.000 mg AAE/kg.
A quantidade de alimento oferecida correspondeu a uma faixa entre 3 a 7% da biomassa. Nos
horéarios de arragoamento foram oferecidos: racdo peletizada as 14 e 23 h., Artemia as 10 h, lula e
marisco as 3 e 17 h. O suplemento de ApP foi oferecido uma vez ao dia, sempre no horario de
pico de consumo alimentar (17 h, periodo de escuro) e misturado com farinha de trigo (numa

relacdo de 1:10 de ApP e farinha de trigo) e gelatina incolor diluida junto com o alimento fresco
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(lula e marisco picados). Da mesma forma, os ingredientes supracitados, sem a suplementagao de
ApP, foram adicionados ao alimento fresco do grupo controle (NS). Antes do processo de
ablacdo, os animais permaneceram nos tanques por um periodo de quatro semanas, duas semanas
para aclimatagdo, recebendo apenas a dieta basal e mais duas semanas recebendo suplementagao
de ApP (grupos S1 e S2). Apods a ablacdo, os camardes receberam por mais duas semanas a
suplementag¢do vitaminica (grupos S1 e S2).

A salinidade da agua foi de 32 + 2%0¢€ a temperatura de 29 + 1°C. A taxa diaria de renovagao
de 4gua foi de 200%. A sala de maturagdo foi mantida em sistema “dark house” com os horérios
de luz e escuro invertidos, numa relagao de 12:12 h.

As fémeas foram utilizadas (coleta de hemolinfa) no dia anterior e posterior a ablagdo
peduncular, e nos dias 3, 7 e 14 apos a ablacdo. Estes intervalos de tempo foram escolhidos
levando em conta, o periodo anterior (1 dia antes) ao estresse provocado pelo processo de ablacao
e os periodos posteriores, envolvendo um curto intervalo de tempo (1 dia), ou intervalos mais
longos, quando os animais estariam potencialmente recuperados (3, 7 e 14 dias). Todas as coletas
foram realizadas no estagio de intermuda. Cada fémea foi utilizada uma unica vez. O numero de
mudas por tanque oscilou em torno de 4 (£ 2) por dia, durante o periodo experimental. O peso
umido inicial das fémeas variou de 42 a 44 g e ao final do periodo de 50 a 58 g. Um total de 396
fémeas foi utilizado nos diferentes ensaios (180 para a analise dos hemogramas; 180 para a
analise da fenoloxidase, atividade aglutinante e concentragdo protéica no soro; ¢ 36 para as
analises de lactato e glicose no plasma). As amostragens foram feitas no periodo de julho a

setembro.
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2.3 Coleta de hemolinfa e obtengdo de soro

A hemolinfa das fémeas dos diferentes tratamentos foi coletada através de uma agulha 21G
acoplada a uma seringa de 1 ml, inserida na regido do primeiro segmento abdominal. Apos a
coleta, a hemolinfa foi deixada coagular por 24 h a 4°C, sendo entdo repetidamente centrifugada
a 2.000xg por 10 min. O coagulo foi desprezado e o sobrenadante, correspondente ao soro, foi

removido e utilizado imediatamente nos ensaios, ou congelado a —20°C para uso posterior.

2.4 Obtengdo de plasma

A hemolinfa das fémeas foi coletada em seringa mantida sobre gelo e imediatamente
transferida para um tubo contendo solucao anticoagulante liofilizada (9 mM EDTA) e submetida
a agitacao intensa. A solucao foi entdo centrifugada a 800xg durante 3 min e o sobrenadante ou
plasma separado e mantido a 4°C de 12 a 24 h. O plasma assim obtido, foi utilizado para

determinagdo da concentragao de glicose e lactato (vide abaixo).

2.5 Hemogramas - Contagem total de hemdcitos (THC)

A hemolinfa das fémeas (4 pools de 5 animais por tratamento) foi coletada diretamente dentro
de uma solucao anticoagulante MAS (solucdo de Alsever modificada: 27 mM citrato de sddio,
336 mM cloreto de sodio, 115 mM glicose, 9 mM EDTA, pH 7,0), numa dilui¢do conhecida

(4x). As estimativas da THC foram realizadas em camara de Neubauer.
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2.6 Determinacdo da concentragdo de proteinas totais no soro
A concentracdo protéica do soro dos camardes foi determinada segundo o método de
BRADFORD (1976) utilizando soro-albumina bovina (BSA) como padrao. O soro (4 pools de 3

animais por tratamento) foi diluido (1:500) em agua destilada antes das analises.

2.7 Atividade da enzima fenoloxidase (PO) no soro

A atividade da PO das amostras de soro foi realizada espectrofotometricamente (490 nm),
pela formacao do pigmento vermelho-coral DOPA-cromo, proveniente da oxidagao do substrato
enzimatico L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) (PERAZZOLO & BARRACCO, 1997). Amostras
de soro (4 pools de 3 animais por tratamento) foram diluidas (1:8) em TBS-1 (10 mM Tris, 336
mM NaCl, 5 mM CaCl,, 10 mM MgCl,, pH 7,6) e uma aliquota de 50 ul dessa solucao foi pré-
incubada com um volume igual do indutor enzimatico tripsina (SIGMA, 1mg/ml) por 15 min a
20°C em microplacas de 96 pocos (fundo chato). Nos controles, o indutor foi substituido por
TBS-1. Apos incubagdo, adicionou-se 50 pl de L-DOPA (3 mg/ml)) e a formacdo de DOPA-
cromo foi monitorada ap6s 0, 5, 15, 25 min e 1 h. A atividade da PO foi expressa pela variacao
da absorbancia (490 nm) por minuto e por miligrama de proteinas totais nas amostras. Uma (1)
unidade de atividade enzimatica eqiiivale ao aumento de 0,001 na absorbancia, por min e por

miligrama de proteina a 20°C (SODERHALL e HALL, 1984).

2.8 Atividade Aglutinante
Amostras de 50 pl de soro (4 pools de 3 animais por tratamento) foram diluidas serialmente
em TBS-2 (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM CaCl,, SmM MgCl,, pH 7,4) em placas de

microtitulagdo (96 pogos, fundo em “U”) e incubadas com um mesmo volume de uma suspensao



de eritrocitos frescos humanos do tipo A 2% (em TBS-2) por 2 a 3 h a 20°C. Nos controles, o
soro foi substituido por TBS-2. Os titulos aglutinantes foram convertidos para valores de log,.

Cada teste foi realizado em triplicata.

2.9 Determinacdo de glicose e lactato no plasma

As determinagdes de glicose e lactato do plasma da fémeas foram realizadas individualmente
(3 animais por tratamento) até o terceiro dia apoOs a ablagdo. Para tal, foi utilizado um sistema
automatizado da Dimension®, com kits comerciais (DADE BEHRING), junto ao Hospital
Universitario. A detec¢ao da glicose foi realizada segundo o método da hexoquinase-glicose-6-
fosfato desidrogenase (KUNST et al., 1983). A detec¢do do lactato foi realizada pelo método
enzimatico-UV, adaptado do método MARBACH e WEIL que emprega a oxidagdo do L-lactato

a piruvato.

2.10 Determinagdo do nivel de dcido ascorbico depositado no hepatopancreas e nas gonadas dos
camaraoes.

Nos dias anterior, posterior ¢ 14 dias apds o processo de ablagdo, algumas fémeas reprodutoras
(2 fémeas por tratamento) foram sacrificadas para determinar a quantidade de 4cido ascorbico
depositado no hepatopancreas e nas gonadas. Os camardes foram dissecados sobre gelo e os
orgios pesados e imediatamente congelados a —80°C. A determinagdo da vitamina C nos tecidos
foi realizada pela sua homogeneizag¢do em presenca de 5% de acido tricloroacético (TCA) a 4°C
(1 g de tecido para 9 ml de TCA). O homogeneizado foi centrifugado (4°C) durante 20 min a
3.500xg e o acido ascorbico foi detectado através do método da dinitrofenilhidrazina ou DNPH

(OMAYE et al, 1979). Resumidamente, uma amostra de 0,5 ml de sobrenadante dos tecidos



homogeneizados foi incubada com 0,1 ml da solucdo reagente (0,4 g de tiouréia, 0,05 g de
CuS04.5 H,0 e 3,0 g de DNPH, dissolvidos em 100 ml de 9 N de H,SO,4) por 3 h a 37°C. A
seguir, as amostras receberam 0,75 ml de H,SO4 65% (4°C) sob agitagdo. A amostra foi incubada

por 30 min a 20°C e a absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro a 520 nm.

2.11 Analise estatistica
A combinacao dos efeitos de dose e de tempo, entre todos os parametros, foi calculada
utilizando o teste de analise de variancia bifatorial (ANOVA). Quando a ANOVA indicou

diferenca estatistica (P< 0,05) entre os fatores, aplicou-se o teste de Tukey ou Duncan.

3. Resultados

3.1. Hemogramas - Contagem total de hemocitos (THC)

A THC das fémeas reprodutoras de L. vannamei do grupo controle (NS) variou de 33 a 45 x
10° hemoécitos/ml de hemolinfa, sendo os valores maximos atingidos apés 14 dias da ablagio
(Fig. 1). Nao houve alteracao significativa em relagdo ao processo de ablagdo havendo, contudo,
uma elevacdo discreta dos valores no terceiro dia, que se acentuou aos 14 dias apds a ablagao.
Por outro lado, a THC do grupo S1 apresentou um declinio progressivo dos valores até trés dias
apo6s a ablagdo, apesar desta diminuicao ndo ter sido estatisticamente significativa. J& no grupo
S2, o perfil da THC permaneceu bastante constante, com discreta oscilacao até os 14 dias ap6s a

ablacao.
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Figura 1. Contagem total de hemdcitos (THC) em fémeas reprodutoras da espécie L.
vannamei submetidas a uma dieta contendo trés diferentes concentragdes de ApP: NS - ndo
tratadas com superdosagem (200 mg AAE/kg), S1 - superdosagem 1 (1000 mg AAE/kg) e
S2 - superdosagem 2 (2000 mg AAE/kg). As barras verticais representam a média e o

desvio padrao (n=5), no dia anterior (- 1) e em dias sucessivos ap6s a ablagao.

3.2. Concentragao proteica (CP) do soro

A CP das fémeas do grupo NS variou de 260 a 308 mg/ml ao longo do experimento (Fig. 2),
ndo havendo diferencas significativas em relacdo ao processo de ablagcdo. O tratamento dos
camardes com superdosagens de ApP (S1 e S2) resultou num aumento significativo da
concentragdo protéica (26-27%) em relagdo ao grupo NS, no terceiro dia apds a ablagado (Fig. 2).
Nao houve contudo diferenga entre ambas superdosagens. Camardes tratados com a maior
superdosagem de ApP mostraram ainda uma elevacdo significativa da concentracdo protéica

(cerca de 30%), duas semanas apds a ablacao.
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Figura 2. Concentracdo protéica do soro de fémeas reprodutoras da espécie L. vannamei
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submetidas a uma dieta contendo trés diferentes concentragdes de ApP: NS - ndo tratadas
com superdosagem (200 mg AAE/kg), S1 - superdosagem 1 (1000 mg AAE/kg) e S2 -
superdosagem 2 (2000 mg AAFE/kg). As barras verticais representam a média = desvio
padrdo (n=4), no dia anterior (- 1) e em dias sucessivos apds a ablagdo. Os asteriscos
indicam diferenga estatistica (P< 0,05) entre os dias de coleta e as letras entre as diferentes

doses de vitamina C.

3.3. Atividade da enzima fenoloxidase (PO) no soro

A atividade da PO no soro dos camardes do grupo NS variou de 17 a 20 U/min/mg de proteina
(Fig. 3) ndo havendo diferenca estatistica em relacdo ao processo de ablacdo. Houve, no entanto,
uma discreta queda da atividade enzimadtica neste grupo no primeiro dia apos a ablacdo. A
atividade da PO do grupo S2 mostrou valores mais baixos em relagdo aos demais grupos, apesar

das diferencas ndo serem significativas (Fig. 3).
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Figura 3. Atividade da PO em fémeas reprodutoras da espécie L. vannamei submetidas a
uma dieta contendo trés diferentes concentragdes de ApP: NS - ndo tratadas com
superdosagem (200 mg AAE/kg), S1 - superdosagem 1 (1000 mg AAE/kg) e S2 -
superdosagem 2 (2000 mg AAE/kg). As barras verticais representam a média = desvio

padrdo (n=4), no dia anterior (- 1) e em dias sucessivos apds a ablagao.

3.4 Titulo aglutinante do soro

O titulo aglutinante do soro dos camardes do grupo NS variou de 512 a 2.048 (=log, 9 a 11),
havendo uma reducao significativa (P<0,05) dos valores no terceiro dia ap6s a ablacgdo (Fig. 4).
J4, os camardes suplementados com ApP mostraram uma diminuicdo significativa da atividade

aglutinante (P<0,05) apenas em S2 e somente a partir do sétimo dia apds ablacao.
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Figura 4. Titulo aglutinante (log;) em fémeas reprodutoras da espécie L. vannamei
submetidas a uma dieta contendo trés diferentes concentragdes ApP: NS - ndo tratadas com
superdosagem (200 mg AAE/kg), SI - superdosagem 1 (1000 mg AAE/kg) e S2 -
superdosagem 2 (2000 mg AAE/kg). As barras verticais representam a média = desvio
padrdo (n=4), no dia anterior (- 1) ¢ em dias sucessivos apds a abla¢do. Os asteriscos
indicam diferenca estatistica (P< 0,05) entre os dias de coleta e as letras entre as diferentes

doses de vitamina C.

3.5. Concentragdo de glicose no plasma

A concentracdo de glicose no plasma dos camardes do grupo NS decresceu progressivamente
(30%) do dia anterior ao terceiro dia apos ablacdo (Fig. 5), embora este decréscimo nao tenha
sido significativo. J4, nos animais tratados com ambas superdosagens de ApP, houve uma

diminuicdo significativa da concentragdo de glicose de 30 e 43%, nos grupos S1 e S2

48



respectivamente, no primeiro dia apos ablacdo, havendo uma tendéncia de recuperacdo no

terceiro dia apos ablacao (Fig. 5).
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Figura 5. Concentracdo de glicose em fémeas reprodutoras da espécie L. vannamei
submetidas a uma dieta contendo trés diferentes concentracdes ApP: NS - ndo tratadas com
superdosagem (200 mg AAE/kg), S1 - superdosagem 1 (1000 mg AAE/kg) e S2 -
superdosagem 2 (2000 mg AAE/kg). As barras verticais representam a média = desvio
padrdo (n=4), no dia anterior (- 1) e em dias sucessivos apds a ablagdo. Os asteriscos

indicam diferenca estatistica (P< 0,05) entre os diferentes dias de coleta.

3.6 Concentragdo de lactato no plasma
A concentragdo de lactato no plasma do grupo de camardes do grupo NS aumentou
progressivamente (em até 100%) até o terceiro dia ap6s a ablacdo (Fig. 6), embora este aumento

ndo tenha sido significativo (P>0,05). Ja nos grupos S1 e S2, a tendéncia de aumento, 100 e 35%

respectivamente, ocorreu apenas no terceiro dia apos a ablagao (Fig. 6).
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Figura 6. Concentracdo de lactato em fémeas reprodutoras da espécie L. vannamei
submetidas a uma dieta contendo trés diferentes concentragdes de ApP: NS - ndo tratadas
com superdosagem (200 mg AAE/kg), S1 - superdosagem 1 (1000 mg AAE/kg) e S2 -
superdosagem 2 (2000 mg AAE/kg). As barras verticais representam a média = desvio

padrdo (n=4), no dia anterior (- 1) e em dias sucessivos apds a ablagao.

3.7 Concentragdo de acido ascorbico nas gonadas e hepatopancreas

A concentragdo de acido ascoérbico (AA) no hepatopancreas dos camardes suplementados com
ApP (S1 e S2) foi quase o dobro daquela dos animais ndo suplementados (NS), antes do processo
de ablacdo (Tab. 1), sugerindo um maior depdsito desta vitamina nos animais que receberam a
suplementagdo vitaminica. Nao foi possivel dosar os niveis de AA nas gonadas dos camardes
antes do processo de ablacdo devido ao pequeno desenvolvimento destas. Apds a ablagdo, a
concentragdo de AA nos tecidos analisados mostrou valores muito variados, sendo que os

maiores valores nas gonadas foram encontradas no grupo S1.

50



Tabela 1. Concentragdo de acido ascorbico (AA) no hepatopancreas e nas gonadas de L.

vannamei (n=2).

Dia da Coleta
(a partirda |Grupo Hepatopincreas Gonadas
ablac¢ao)
(nMol) (ng/e) (nMol) (ng/g)

NS 0,029 £0,008 | 5,19 £1,349 nd

-1 S1 0,058 +0,003 | 10,26 £0,549 nd
S2 0,050 £0,009 | 9,74 +1,523 nd
NS 10,051 +0,022 | 8,96 3,923 | 0,042 +0,030 | 7,43 £3,00

1 S1 0,041 0,010 | 5,54 £2,050 | 0,061 £0,028 | 10,71 £4,95
S2 0,043 £0,009 | 7,57 £1,340 | 0,048 £0,032 | 8,50 +5,71
NS 10,046 +0,010 | 8,07 1,674 | 0,040 +0,019 7,00 3,34

14 S1 0,057 0,009 | 10,01 1,594 | 0,069 £0,005 | 12,21 0,86
S2 0,040 £0,006 | 7,08 £1,108 | 0,045 £0,003 7,85 £0,50

nd: resultados nao determinados.

4. Discussao
Como mencionado anteriormente, segundo nossos registros, o Unico trabalho a ter estudado a
modula¢do de alguns pardmetros hemato-imunologicos em fémeas de camardes submetidas ao

processo de ablagdo peduncular unilateral foi realizado em nosso laboratdrio, com o peneideo
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Farfantepenaeus paulensis (PERAZZOLO et al., 2002). Contudo, neste primeiro trabalho, as
analises foram realizadas apenas apds uma semana da ablagdo, enquanto o presente estudo
envolveu um periodo de andlise mais longo e completo, abrangendo o dia anterior e varios dias
apods o processo de apedunculacao unilateral. Muito surpreendentemente, nossos resultados nao
mostraram alteragdes significativas em relacdo ao processo de ablacdo, na grande maioria dos
pardmetros analisados, com excecdo do titulo aglutinante do soro que diminuiu
significativamente no terceiro dia apos a apedunculacdo. A suplementagdo da dieta dos camardes,
com superdosagens de ApP, também ndo resultou em alteracdes evidentes, com excecdo da
reducdo dos niveis de glicose no plasma dos animais tratados com ambas superdosagens e do
decréscimo da atividade aglutinante em fémeas S2 (2.000 mg AAE/kg) a partir do sétimo dia
apos ablacao.

A THC dos crustaceos ¢ usualmente um dos parametros mais utilizados para avaliar o
estado de satide destes animais, apesar de haver uma grande variabilidade individual no niimero
destas células. A diminui¢do e, mais raramente, o aumento da THC foram descritos em
crustaceos em relagdo a diferentes fatores de estresse, como hipdxia (Le MOULLAC et al.,
1998), aclimatagio em cativeiro (SANCHEZ et al., 2001), variagio de temperatura (TRUSCOTT
& WHITE, 1990; Le MOULLAC & HAFFNER, 2000; CHENG & CHEN, 2001), tipo de dieta
(CHENG E CHEN, 2001), ciclo de muda (TSING et al., 1989; Le MOULLAC et al., 1997),
presenga de xenobiontes (SMITH & JOHNSTON, 1992; SMITH et al, 1995) e infecgdes
(HENNIG et al., 1998; LORENZON et al.,1999; GOARANT & BOGLIO, 2000; RENGPIPAT
et al., 2000; CHENG & CHEN, 2001). Entretanto, a alteracdo da THC em relagdo ao processo de
ablacdo, com o intuito de induzir uma maturagdo ovariana precoce em camardes, ndo foi
praticamente relatada. PERAZZOLO et al. (2002) encontraram uma marcante redu¢do da THC

(43,7%) em fémeas de F. paulensis, uma semana apds o processo de ablacdo peduncular
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unilateral. Esses dados contrastam com os resultados obtidos no presente estudo, onde nao houve
surpreendentemente uma variagdo significativa da THC de L. vannamei em decorréncia do
processo mutilatorio da ablacdo.

A CP do soro/plasma de crustidceos também pode variar em fun¢do de alteragdes ambientais
e/ou fisioldgicas, como temperatura (CHISHOLM & SMITH, 1994; SANCHEZ et al., 2001),
salinidade (CHEN et al., 1994), niveis de oxigénio (ENGEL et al.,1993), quantidade de amodnia
(CHEN & CHENG, 1995), dieta (ROSAS et al., 2000), ciclo de muda (CHEN & CHENG, 1993)
e infecgoes virais (HENNIG et al., 1998). Novamente, apenas o trabalho de PERAZZOLO et al.
(2002) parece ter analisado este pardmetro em relagdo ao processo de ablagdo unilateral em
camardes. Contrariamente aos resultados do presente estudo, os autores relataram uma reducao
de 50% na CP de fémeas de F. paulensis, apds uma semana de apedunculacio.

Muitos estudos relatam alteragdes na atividade da PO em camardes submetidos a diferentes
condicdes de estresse, como hipdxia (Le MOULLAC et al., 1998), variacdo de temperatura
(VARGAS-ALBORES et al., 1998; Le MOULLAC & HAFFNER, 2000), salinidade
(VARGAS-ALBORES et al., 1998; PERAZZOLO et al., 2002), aménia (Le MOULLAC &
HAFFNER, 2000), aclimatagdo em cativeiro (SANCHEZ et al., 2001), ciclo de muda (Le
MOULLAC et al., 1997), extrusao do espermatdéforo em machos (PERAZZOLO et al., 2002) e
processos infecciosos (HAUTON et al., 1997). Interessantemente, de forma similar aos
resultados deste estudo, PERAZZOLO et al. (2002) também ndo detectaram alteragdo
significativa da atividade da PO em fémeas de F. paulensis submetidas ao processo de ablacao
peduncular unilateral. Os valores mais baixos da atividade da PO nas fémeas do grupo S2,
poderiam ser o reflexo de um potencial efeito antioxidante da superdosagem de acido ascorbico

(20x) sobre o funcionamento desta enzima.
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A concentracao de aglutininas no soro de fémeas abladas de L. vannamei do grupo NS
mostrou uma diminuicdo estatisticamente significativa no terceiro dia apds a ablagdo, podendo
sugerir uma eventual imunodeficiéncia nestas proteinas de reconhecimento, em decorréncia do
estresse causado pela apedunculacao. Ja, nos camardes que receberam superdosagens de ApP (S1
e S2), nao houve este declinio no terceiro dia apds ablacdo, podendo sugerir uma eventual
protecao/imunoestimulagcdo em relagdo a este parametro. A alteracdo da atividade aglutinante em
camardes sob condi¢des de estresse tem sido muito pouco estudada e os relatos que existem a
este respeito referem-se principalmente a inducdo desta atividade por microorganismos e
particulas estranhas. No caranguejo Callinectes sapidus (PAULEY, 1973), por exemplo, foi
encontrado um aumento da atividade aglutinante ap6s inje¢ao de eritrocitos de mamiferos na
hemolinfa deste crustdceo. Também no camardo Penaeus monodon foi verificado uma aumento
da atividade aglutinante em animais infectados com a bactéria Vibrio vulnificus (RATANAPO &
CHULAVATNATOL, 1992). Por outro lado, a mesma espécie de camardo, quando tratada com
diferentes imunoestimulantes, acrescentados na dieta, ndo mostrou alteragdo de seu titulo
aglutinante (SRITUNYALUCKSANA et al., 1999). Mais uma vez, o trabalho de PERAZZOLO
et al. (2002) com F. paulensis parece ter sido o unico a analisar a atividade aglutinante do soro
em relagdo ao processo de ablacdao unilateral. Contudo, neste peneideo os resultados foram
extremamente variaveis e inconclusivos em relagdo a este parametro. PERAZZOLO et al. (2002)
sugeriram que esta grande variabilidade deva ter ocorrido pela utilizagdo de eritrocitos de
carneiro, que provavelmente ndo eram as melhores células para este tipo de ensaio. No caso de L.
vannamei, nao podemos descartar, porém, a possibilidade de que a diminuicao significativa da
atividade aglutinante apos o processo de ablagdo, possa ter sido apenas a uma flutuagdo fortuita

e isolada.
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O aumento nos niveis de lactato em crustaceos ja foi descrito em animais submetidos a.
hipéxia (TAYLOR & WHITELEY, 1987; SANTOS & KELLER, 1993; WEBSTER, 1996; ZOU
et al., 1996) e variagdo de temperatura (SANCHEZ et al., 2001). Nio temos registros de estudos
que correlacionaram os niveis de lactato com a pratica da ablacdo em camardes. No presente
estudo ndo foi observada uma alteracdo significativa na producdo de lactato em decorréncia da
apenduculacio,

Viérios trabalhos relatam a ocorréncia de uma hiperglicemia em diferentes crustaceos
submetidos a algum tipo de estresse, como hipoxia (ZOU et al., 1996; HALL & HAM, 1998),
alteracdes de temperatura e salinidade (CHANG et al., 1998), elevadas concentragdes de amonia
(RACOTTA & HERRERA, 2000), exposi¢ao a metais pesados (REDDY et al., 1994, 1996) ou a
poluentes organicos (REDDY et al., 1996). Por outro lado, o processo de ablacdo em crustaceos
deveria, contrariamente, resultar numa resposta hipoglicémica, uma vez que a apenduculagdo
remove o complexo glandula do seio — orgdo X, que secreta o hormdnio hiperglicemiante (CHH).
Efetivamente, KELLER (1974) relatou a ocorréncia de hipoglicemia em crustidceos submetidos a
ablacdo bilateral. Por outro lado, LORENZON et al.(2000) observaram que ndo havia uma
resposta hiperglicEmica em camardes Palaemon elegans ablados bilateralmente e expostos a
metais pesados, contrariamente aos animais nao ablados, mas tratados com estes contaminantes.
Valores decrescentes na concentracdo de glicose foram observadas nas fémeas abladas de L.
vannamei ndo suplementadas com superdosagens de vitamina C, mas esta diminui¢do ndo foi
estatisticamente significativa. Por outro lado, uma hipoglicemia foi observada nos animais
tratados com superdosagens de ApP, sugerindo que a apedunculacdo, mesmo que unilateral, pode
provocar uma diminui¢do nos niveis de CHH.

A concentracdo de AA no hepatopancreas das fémeas de L. vannamei tratadas com

superdosagens de ApP foi efetivamente maior do que nos animais tratados apenas com a dose

55



recomendada. Esse fato demonstrou que as fémeas desta espécie foram capazes de depositar mais
vitamina C nos seus 6rgdos, quando em presenca de uma suplementacao vitaminica. O depdsito
de AA no hepatopancreas dos animais do grupo S1 foi tdo efetivo quanto nos animais do grupo
S2, no dia anterior a ablagdo. A concentragdo de AA no hepatopancreas e gonadas do grupo NS
diferiu muito pouco, entre si, contrariamente aos resultados obtidos por SANGHA et al. (2000)
que registraram valores de cerca duas vezes mais AA nas gonadas do que no hepatopancreas em
fémeas de L. vannamei que receberam superdosagens de ApP. Contudo, SANGHA et al. (2000)
encontraram valores de AA muito semelhantes no hepatopancreas e gonadas em fémeas que
haviam sofrido desova. Esta situagdo pode também ter ocorrido no presente estudo, uma vez que
a desova ndo foi avaliada em nossas analises, em fun¢do do deposito de AA nas gonadas. Cabe
ainda ressaltar, que fémeas selvagens de L. vannamei parecem conter niveis bem mais altos de
AA nas gonadas do que fémeas em condigdes de cativeiro (SANGHA et al., 2000; WOUTERS et
al., 2001). Estes resultados vém reforgar a importancia de se oferecer uma suplementacio
apropriada de AA na dieta de camardes cultivados. De qualquer modo, apesar da vitamina C ter
sido depositada de forma aumentada nos animais tratados com superdosagens de ApP, ndo houve
uma correlagdo evidente entre esta suplementacdo e os parametros hemato-imunoldgicos
analisados. Um estudo muito recente investigou o efeito imunoestimulante de diferentes dosagens
de diferentes derivados de 4cido ascorbico na dieta de camardes juvenis da espécie Penaeus
mondon (LEE & SHIAU 2002). Os autores mostraram que a THC e a atividade da PO da
hemolinfa atingiam valores mais altos quando eram oferecidas na dieta doses recomendadas dos
derivados L-ascorbyl-2-polyphosphate (C2PP) ou L-ascorbyl-2-monophosphate-Mg (C2MP-
Mg). Entretanto, a utilizacdo de superdosagens destes derivados de 4cido ascérbico ndo resultava

em uma maior imunoestimulacdo. Estes resultados assemelham-se, de certa forma, aos obtidos
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em L. vannamei, onde superdosagens de ApP, ndo alteraram praticamente os parametros hemato-
imunoldgicos investigados, em comparac¢ao a dose recomendada..

Em suma, a auséncia de alteragdes significativas, na maioria dos pardmetros analisados,
parece sugerir a ocorréncia de um mecanismo compensatdrio, desencadeado pelo pediunculo
ocular ndo ablado, uma vez que a apedunculacdo foi apenas unilateral. Esta situacdo ¢ ainda
reforcada pelo fato de que, durante todo o processo de maturacdo, apenas 14 animais morreram
num total aproximado de 500 fémeas. Por outro lado, ndo deve também ser descartada a
possibilidade de que os pardmetros hemato-imunolédgicos selecionados para este estudo possam
ndo ter sido os mais sensiveis para avaliar esta condi¢ao de estresse. Finalizando, pode-se ainda
especular, que o sucesso de L. vannamei em aqiiicultura, constituindo no momento atual a
segunda espécie de camardo mais cultivada a nivel mundial decorra, pelo menos em parte, da sua
consideravel resisténcia as diversas praticas de manejo, que incluem técnicas agressivas,

supostamente capazes de provocar estresses fisioldgicos severos.
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