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RESUMO

Os crustaceos estao naturalmente expostos a radiagdo ultravioleta, podendo esta produzir mudangas bioquimicas e na fungéo
imune e predispor ao aparecimento de doengas. Objetivo: Quantificar a concentragéo de glicose na hemolinfa e avaliar o
indice fagocitario em hemocitos de camarbes Farfantepenaeus paulensis expostos a radiagdo UVA. Metodologia: 21
camardes foram divididos em trés grupos submetidos a radiagcdo UVA (tratamentos de 1, 5 e 10 dias) e grupo controle. A
fagocitose foi efetuada em laminas, nas quais os hemdcitos foram avaliados pela sua capacidade de ingerir leveduras
(Sacharomyces cerevisae). A glicose foi determinada por método enzimatico (glicose oxidase). Os resultados foram expressos
como média + desvio-padrao e efetuada analise de variancia e teste de Tuckey “a posteriori”. Resultados: A fagocitose (%) € a
concentragdo de glicose (mmol/l) dos animais expostos por 1, 5 e 10 dias e do grupo controle foram respectivamente,
71,70+2,03 e 0,36%0,19; 70,0+4,73 e 0,88+0,47; 63,80+3,67 e 0,18+0,03 e 85,65+2,81 e 2,41+0,74. O grupo controle
apresentou maior indice fagocitario (P>0,05) e os animais expostos durante 10 dias mostraram o indice inferior (P>0,05).
Observou-se menor concentragdo de glicose em todos os grupos expostos em relagédo ao controle (P>0,05). Concluséo: Os
resultados corroboram a hipétese de imunodepressao pela exposi¢cdo a UVA.
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ABSTRACT

Porcentages phagocytosis’ evaluation uva irradiation effects of haemocytes and glucose’s
concentration haemolymph in pink-shrimp Farfantepenaeus paulensis
The crustacean are naturally exposed to ultraviolet radiation, it can produce biochemical and in immune function changes and
predispose to diseases manifestation. Objective: To quantify the haemolymph glucose concentration and evaluate the
phagocitary index of haemocytes in shrimp Farfantepenaeus paulensis exposed to UVA irradiation. Methodology: 21 shrimps
were divided in one control group and 3 treatment groups exposed to UVA radiation for 1, 5 and 10 days. Phagocytosis was
carried out in slide glass, the haemocytes capacity to engulf heat-killed yeast (Saccharomyces cerevisae) were analyzed.
Glucose was determined by enzymatic method (oxidase glucose). The results were expressed by mean + standard deviations
and analyzed by ANOVA follow Tuckey test. Results: Phagocytosis (%) and the glucose concentration (mmol/l) of the animals
exposed for 1, 5 and 10 days and control group were respectively, 71.70+2.03 and 0.36+0.19; 70.0+4.73 and 0.88+0.47;
63.80+3.67 and 0.18+0.03 and 85.65+2.81 and 2.41+0.74. Control group showed higher phagocytosis index (P>0.05) and the
exposition during 10 days impaired the index (P>0.05). It was observed lower concentration of glucose in groups exposed than
to control group (P>0.05). Conclusion: The results reached with the hypothesis of immunosuppression by the exposition to
UVA.

KEY-WORDS: Phagocytosis, UVA, Glucose, Farfantepenaeus paulensis, Crustacean.

INTRODUCAO

No estuario da Lagoa dos Patos (RS), salienta-
se a exploracdo do camardo-rosa, Farfantepenaeus
paulensis, como meio de sustento de mais de 6500
familias. As safras anuais capturadas pela pesca
artesanal apresentam flutuagbes que vao de 500 a
8.000 toneladas por ano. (D’Incao et al. 2002).

Apesar do destaque do Brasil na carcinocultura
mundial, termos de rendimento anual/ha, o principal
fator limitante para o sucesso, atualmente, consiste
no controle das infecgbes. O aumento na incidéncia e
prevaléncia de doengas esta relacionado a alta
densidade populacional requerida nos cultivos,
propiciando o rapido alastramento dos agentes
infecciosos, resultando geralmente em mortalidades
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macicas, as quais sao influenciadas pela presenga de
patdgenos, poluentes, limitagcbes no suprimento de
alimentos e por fatores ambientais como alteragbes
climéticas globais.

Além da cuticula rigida, que funciona como
uma barreira fisica protetora contra agressbes e
invasdo de patdgenos, a integridade corp6rea dos
crustdceos é mantida por seu sistema imunolégico.
Assim como outros invertebrados, os crustaceos
contam apenas com o sistema imune inato ou natural,
diferentemente dos vertebrados, que possuem, além
deste, o sistema adaptativo ou adquirido (Barracco et
al. 2001).

Os diversos mecanismos que contribuem para
a resisténcia nao-especifica a doengas oferecem
protecdo imediata contra ampla variedade de
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patdgenos e substancias estranhas, e seus
mecanismos de resisténcia incluem as barreiras
externas, mecénica e quimica, fornecidas pela
epiderme e mucosas; e varias defesas nao-
especificas internas, incluindo proteinas
antimicrobianas, células citotbxicas naturais e
fagdcitos (Barracco et al. 2001).

A fagocitose nos invertebrados, assim como
nos vertebrados, é o primeiro sistema de defesa
contra a invasdo de microrganismos. Neste processo,
o agente estranho € englobado, interiorizado e
destruido intracelularmente pelos fagocitos através de
mecanismos degradativos e microbicidas.

Os crustaceos estao constantemente expostos
as mudancgas climaticas globais, como a radiagao
ultravioleta (UV), a qual pode provocar mudancas
bioquimicas e alterar a expressdo génica,
comprometendo a integridade da epiderme, as
propriedades da imunidade inata e predispor o
aparecimento de processos patoldgicos (Barraco et
al., 2001).

Em muitos ambientes aquaticos a radiagao
ultravioleta é eficientemente absorvida por particulas
de matéria organica dissolvida. Em camadas
profundas de agua e, particularmente, em &guas
tirbidas, os organismos aquaticos sao bem
protegidos da UV. Entretanto, os organismos que
habitam &aguas oligotréficas, aguas de superficie, ou
mesmo aqueles que costumam se expor
frequentemente ao sol estdo sujeitos a altas
intensidades de UV (Kaweewat & Hofer 1997).

A morte celular induzida pelas radiagdes UVB
(290-320 nm) e UVC (200-290 nm) leva a
condensacao da cromatina, diminuicdo do volume
celular e extrusao de organelas citoplasmaticas, que
constituem alteragbes morfoloégicas, as quais
determinam a morte por apoptose (Dive et al. 1992,
Godar & Lucas 1995). A radiagao UV induz apoptose
aparentemente por duas vias distintas, de acordo com
o0 comprimento de onda da radiagdo. A apoptose
induzida pelo UVB e UVC depende da sintese de
proteinas e ocorre cerca de 20 horas apdés a
irradiacdo das células, enquanto que a apoptose
induzida pela UVA parece ser independente de
sintese protéica e ocorre cerca de 4 horas apoés a
irradiagdo (Godar, 1996). Sao varios os trabalhos
demonstrando que a radiacdo UVA provoca
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preferencialmente danos ao nivel citoplasmatico
celular e pouco a nivel nuclear; ao contrario das
radiacbes UVB e UVC, as quais provocam danos
preferenciais nucleares (Kochevar 1990, Beer et al.
1993).

Os niveis de glicose na hemolinfa, necessarios
ao funcionamento de dérgdos e musculos, sao
influenciados por fatores enddgenos e exdgenos,
incluindo principalmente ritmo circadiano (Hall & Van
Ham 1998), estagio de muda (Telford 1968a, Chang
& O'Connor 1983), condigao nutricional (Meenakshi &
Scheer 1961), temperatura (Kuo & Yang, 1999),
cativeiro, manejo e exposi¢do ao ar (Telford 1968b,
Santos & Keller 1993a, Speed et al. 2001). O
Horménio Hiperglicémico de Crustaceos (CHH -
crustacean hyperglycaemic hormone) produzido pelo
complexo érgdo-X/glandula do seio desempenha
importante fungdo na homeostase da glicose, através
da sua mobilizagdo, proveniente do glicogénio
armazenado nos musculos e glandula digestiva
(Santos et al. 1988, Santos & Keller 1993a, 1993b).

Quando os niveis de glicose na hemolinfa
estdo baixos, o complexo érgao-X/glandula do seio
secreta o hormoénio CHH e isso induz a hidrélise do
glicogénio com o conseqilente incremento das
concentracoes de glicose na hemolinfa. De modo
oposto, quando as concentracdes de glicose na
hemolinfa estao altas, a liberagcdo do CHH ¢ inibida,
revertendo o processo de produgcédo da glicose em
tecidos como musculo e hepatopancreas (Santos &
Keller 1993b, Glowik et al.1997).

Assim, o presente trabalho tem por objetivo
obter valores de referéncia para os parametros da
imunidade celular (fagocitose) e da concentragao de
glicose na hemolinfa do camardo-rosa
(Farfantepenaeus paulensis), avaliando a resposta
destes parametros em animais mediante diferentes
niveis de exposicao a radiagao ultravioleta “A”.

MATERIAL E METODOS

Vinte e um camardes-rosa (Farfantepenaeus
paulensis) obtidos na Estacdo Marinha de
Aquacultura (EMA-FURG) foram mantidos no biotério
aquatico do Departamento de Ciéncias Fisiologicas
(DCF-FURG) para realizagdo do experimento; com
temperatura de 21°, salinidade de 35, fotoperiodo de
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12h claro / 12h escuro e alimentados com racao
comercial para camardo ad libitum. A aclimatagéo
ocorreu durante sete dias. Os animais foram divididos
em trés grupos de tratamento (1, 5 e 10 dias de
exposicao a radiacdo UVA), com seus respectivos
grupos controle. As exposi¢des diarias a radiagao
UVA tinham duracdo de 45 min, ocorria com o0s
animais imersos em coluna de agua com 25 cm de
altura, a 21° C, em camara isolada. Os animais do
grupo controle receberam irradiagbes diarias de
lampada fluorescente durante 45 min, sob as mesmas
condicdes dos grupos de tratamento.

A lampada de UVA utilizada nos tratamentos
(modelo VL 115C, 30W) (Vilbert Loumart, USA)
apresentava irradiancia de 1.39 mW/cm®. Para o
grupo controle, foi utilizada lampada fluorescente
(Philips TLT 40W/75, Brasil) irradiando 96 mW/cm? de
luz visivel, sem contaminacdo de UVC. As radiac6es
foram monitoradas através de radidmetro/fotdbmetro
com sensor a prova de agua (modelo IL 1400A,
Internacional Light, MA, USA). Os camardes
receberam uma dose de irradiagdo de UVA (3,6
J/cmz) numa intensidade média de irradiacao de 500
HW/cm?, protocolo similar ao realizado em peixes por
Salo et al. (2000).

Vinte e quatro horas apés finalizada a
exposi¢cado, a hemolinfa foi coletada dos animais em
jejum, com seringa por puncao do seio hemolinfatico
pericardico com utilizacdo de solugdo anticoagulante
(400mM NaCl; 8mM KCI; 8mM HEPES; e 10mM
EDTA dissodico), com pH ajustado para 7,3, segundo
Vargas-Albortes et al. (1993).

Foi efetuada a contagem total de hemdécitos e
verificada sua viabilidade pelo teste de exclusdo com
Azul Tripan na cAmara de Neubauer. Para efetuar os
ensaios de fagocitose, foi colocado sobre laminas
0.5ml de hemdcitos em meio de cultura M199 e
incubados em camara Umida a 20°C por 60 minutos.
Apo6s, as laminas foram lavadas com PBS e
acrescidas de 0,5ml de leveduras Sacharomyces
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cerevisae (mortas por aquecimento a 80° C) em meio
de cultura M199 e incubadas a 20°C por mais 60
minutos. Depois de serem coradas pela técnica May
Grunwald e Giemsa, foi determinada por microscopia
Optica a porcentagem de fagocitose em cada lamina.

Para complementar as andlises e verificar se
houve alteragbes bioquimicas conseqlentes a
radiacdo  ultravioleta, foram  efetuadas as
quantificacdes de glicose na hemolinfa dos animais.
Essa quantificagdo foi determinada pelo método
enzimatico Glicose Oxidase, segundo o protocolo do
Kit comercial GLUCOX 500 (Doles, Goiania, GO,
Brasil).

Os resultados foram expressos como média
aritmética + desvio-padrao e analisados por andlise
de varidncia seguida de teste Tuckey, com
significancia de 0,05%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O indice fagocitario nos grupos controle nao
apresentou diferengas nos diferentes periodos e por
isso foi considerado um Unico grupo. O indice
fagocitario nos diferentes tratamentos e no grupo
controle é apresentado na figura 1.

A fagocitoses tornou-se significativamente
prejudicada nos animais expostos a UVA quando
comparados com o grupo controle (P<0,05).
Entretanto, entre os animais expostos durante 1 dia e
5 dias, o indice fagocitario nao apresentou diferenca
significativa  (P>0,05), porém, esses grupos
apresentaram médias superiores em relacdo ao
tratamento de 10 dias (P<0,05). Portanto, todos os
tratamentos apresentaram uma diminuicdo desses
valores em relagdo ao grupo Controle, mostrando um
comprometimento de sua imunidade inata quando
submetidos a radiacao UVA.
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FIGURA 1 — indice fagocitario (médiatdesvio-padréo) de hemdécitos de camarao-rosa (Farfantepenaeus paulensis)
expostos a radiagdo ultravioleta A por 1, 5 e 10 dias e grupo controle. Barras com letras iguais nao sao

significativamente diferentes (P>0,05).

Os efeitos do aumento da radiagédo ultravioleta
sobre crustaceos tém sido pouco estudados, mas
recentemente Santos (2005) observou que doses
diarias de UVA, de 1,5 J/cm? durante 15 min e 3,0
Jicm® durante 30 min alteraram as duragdes dos
estagios larvais e acarretaram modificagbes na
morfologia (comprimento e largura dos espinhos
rostral e dorsal, base do telso e ramos da furca) de
larvas do caranguejo Neohelice granulata.; assim
como Gouveia et al. (2005), expondo o tegumento de
Neohelice granulata ao UVA e UVB, verificaram que
melandéforos  desse  tegumento  apresentando
agregacao pigmentar obtiveram dano em relagéo aos
melandéforos com pigmentos dispersos.

Lasser (2001), verificou o aumento na atividade
das enzimas superoxido dismutase (SOD) em
embrides da salamandra Ambystoma maculatum
expostas a UVA ou a UVA e UVB, demonstrando que
esses animais produzem altas concentracbes de
espécies reativas de oxigénio (EROs) durante a
exposicao.

Diversos efeitos da UV tém sido descritos para
organismos marinhos, incluindo espécies de
organismos zooplanténicos encontrados em aguas
rasas, onde altos fluxos de UV estdo presentes (Dey
et al. 1988). Dados recentes tém mostrado um
aumento significativo no dano de DNA (medido
através do aumento na formacdo de Dimeros de
Ciclobutano Pirimidina (CPD) em peixes e crustaceos
eufausidceos coletados em 4&guas superficiais da
Antértica (Malloy et al. 1997).
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Neste trabalho também foi verificado o efeito da
exposicdo a radiacdo UVA na concentragdo de
glicose na hemolinfa do camarao-rosa (Figura 2). A
concentracdo de glicose (mmol/l) mostrou valores
inferiores (P<0,05) nos animais expostos por 1 dia
(0,36+0,19), 5 dias (0,88+0,47) e 10 dias (0,18+0,03)
quando comparados com O grupo controle
(2,41£0,74). Deste modo, foi evidenciado que
exposigoes a radiacao UVA afetaram
significativamente a concentragdo de glicose no
camarado-rosa € que mudangas nesse parametro nao
indicam simplesmente alteragbes patoldgicas, mas
também pode ser o reflexo de mudangas no meio
ambiente biolégico.

A hiperglicemia é uma tipica resposta
bioquimica de muitos animais marinhos frente a
poluentes e estressores. Em crustédceos, o aumento
do hormbénio CHH circulante e hiperglicemia
aparecem quando o animal é exposto a algum agente
estressor (Durand et al. 2000, Lorenzon et al. 1997,
Santos et al. 2001). Chang et al. (1998) monitorou,
através de  testes ELISA  (enzyme-linked
immunosorbent assay), as variacoes do CHH na
hemolinfa da lagosta Homarus americanus frente a
diversos estressores. Estudos realizados em
camardes Palaeomonetes elegans expostos ao Cobre
mostraram um rapido incremento nos niveis de CHH
em sua hemolinfa quando expostos as altas
concentragbes desse elemento; e uma diminuigdo
nas descargas de CHH quando expostos as baixas
concentracdes de Cobre (Lorenzon et al. 2004).
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FIGURA 2 — Concentracdo da glicose na hemolinfa de Farfantepenaeus paulensis (médiatdesvio-padrdao) dos
Tratamentos de 1, 5 e 10 dias de exposigao consecutivos a UVA e grupo Controle. Barras com letras iguais nao

s&o significativamente diferentes (P>0,05).

A radiagdo UVA atua como agente estressor,
mas a concentragdo de glicose na hemolinfa de F.
paulensis apresentou comportamento oposto aos
resultados observados em outros invertebrados e
frente a outros agentes estressores (Durand et al.
2000, Lorenzon et al. 1997, Santos et al. 2001).
Entretanto, o estresse da UVA pode ter prejudicado a
ingestdo de alimento nestes animais causando
diminuigdo da glicose. Além disso, em nosso
experimento foi verificado dano no sistema imune
inato dos camardes provocados pela exposigao UVA.
Essas alteragbes podem ser extensivas ao sistema
enddécrino e produzir uma inibicdo na liberacdo do
CHH, causando hipoglicemia e, com isso, um maior
comprometimento da homeostase desses animais.

Em resumo, este trabalho mostrou que a
exposi¢cao a radiacao UVA, mesmo em baixas doses
ambientais, afetou a imunidade inata (o indice
fagocitario) e a concentragdo de glicose. Estes
achados evidenciam circunscritas alteragbes que
podem ser induzidas pela exposicdo a UVA e
permitem inferir que acarretaram prejuizo na saude
das populagdes destes crustaceos.

CONCLUSAO
Os resultados relativos as porcentagens de
fagocitose dos grupos de tratamentos com UVA foram

inferiores em relagéo ao grupo controle, evidenciando
que essa radiacdo pode acarretar alteragcbes no
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sistema imune de Farfantepenaues paulensis,
predispondo ao aparecimento de processos
patolégicos. Assim como o estresse provocado pela
radiacdo UVA, os tratamentos, podem ter inibido a
liberagcdo do CHH, ou diminuido a ingestdo de
alimento, resultando em hipoglicemia na hemolinfa
desses animais.

Esses resultados evidenciam uma situagao de
imunodepressdo provocada pelo aumento da
exposicdo ao UVA em hemdcitos do camardo-rosa
(Farfantepenaeus  paulensis),  agravada  pela
diminuicAo nas concentracbes de glicose na
hemolinfa dos animais irradiados, comprometendo
ainda mais seu sistema imune inato.
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