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Resumo 

O presente trabalho avaliou a influência das diferentes concentrações dos compostos nitrogenados 

nas contagens total e diferencial de hemócitos (CTH e CDH, respectivamente) de juvenis de 

Macrobrachium rosenbergii mantidos em sistema de água clara. Foram executados três 

experimentos com tempo de exposição de 96 horas (exposição aguda), onde diferentes 

concentrações dos compostos nitrogenados foram testadas: (1) amônia, nas concentrações de 0 

(grupo controle), 1, 2 e 3,5 mg/L; (2) nitrito, nas concentrações de 0 (grupo controle), 1, 1,75 e 2,8 

mg/L e; (3) nitrato, nas concentrações 0 (grupo controle), 10, 25 e 50 mg/L. Os animais foram 

acomodados em unidades experimentais com 11L, com 8 camarões por unidade, sob aeração 

constante e peso médio inicial de 0,2g. Os pontos de coletas da hemolinfa dos três experimentos 

foram 24h, 48h, 72h e 96h de exposição, onde os animais (1 por unidade experimental) tiveram a 

hemolinfa coletada para determinação das contagens total e diferencial de hemócitos. Ao final dos 

três experimentos, os resultados obtidos das altas concentrações de amônia a 3,5mg/L, de nitrito a 

2,8 mg/L e de nitrato a 50 mg/L demonstraram que os valores médios referentes a contagem total 

de hemócitos foram 7,00x105, 3,38x105 e 4,13x105 células/mL respectivamente, abaixo da faixa 

recomendada para a espécie. Para a contagem diferencial de hemócitos, nesse estudo foram 

identificados os três tipos de células, hialinas, semi-granulares e granulares, contudo, os percentuais 

variaram de acordo com os pontos de coletas dos experimentos, sendo encontrado após 96 horas 

de exposição os seguintes valores médio: para as células hialinas de 64,37%, 88,4% e 90,89%, para 

as células semi-granulares 35,63%, 10,5% e 8,17% e, para as células granulares, 0%, 1,07% e 

0,94% para os tratamentos 3,5mg/L do experimento da amônia, 2,8mg/L do experimento do nitrito 

e 50mg/L do experimento do nitrato, respectivamente. Os resultados demonstram que as contagens 

total e diferencial de hemócitos são influenciadas pelas altas concentrações dos compostos 

nitrogenados e o tempo de exposição, sendo a concentração 2,8mg/L do nitrito e 50mg/L do nitrato, 

ambas após 48 horas de exposição, as responsáveis pelas maiores alterações nestes parâmetros nos 

animais.  

 

Palavras-chave: Amônia, Nitrito, Nitrato, Gigante da Malásia; Contagem celular. 
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1 Introdução 

 A carcinicultura de água doce é uma das atividades econômicas do setor da aquicultura que 

mais crescem globalmente, tendo o camarão da espécie Macrobrachium rosenbergii como um dos 

mais cultivados no mundo (KIMPARA et al., 2019). Segundo estimativas da Organização das 

Nações Unidas para a Alimentação e a Agricultura (FAO, 2020), a criação do M. rosenbergii foi 

responsável por aproximadamente 49% (234,4 mil toneladas) da produção mundial do gênero 

Macrobrachium em 2018.  

 O Gigante da Malásia,  M. rosenbergii, possui hábitos alimentar onívoro, rápido 

crescimento em sistemas intensivos, rusticidade e boa aceitação no mercado (NUNES et al., 2018), 

mas apesar destas características, a espécie é considerada territorialista e agressiva, sendo um 

obstáculo a implementação de altas densidades de estocagem, embora recentes estudos 

relacionados a sistemas de cultivos superintensivos da carcinicultura de água doce demonstrem a 

possibilidade de intensificar a produção, podendo chegar a densidades de até 50 camarões/m² 

(BALLESTER et al., 2017; DUTRA; BORGES NETO; et al., 2016; NEGRINI et al., 2017).  

Entretanto, sistemas de cultivo com maiores densidades podem ocasionar o acúmulo de 

substâncias inorgânicas tóxicas, como é o caso dos compostos nitrogenados (amônia, nitrito e 

nitrato) que podem afetar a qualidade de água do cultivo e, consequentemente, a homeostase dos 

animais  (DUTRA; et al., 2017; TIMMONS; EBELING, 2007). A amônia é o principal composto 

proveniente do metabolismo de proteínas excretada pelos organismos aquáticos e se encontra 

disponível na água por duas formas: o amônio (NH4
+), sendo menos tóxica e, a não ionizada (NH3), 

a forma mais tóxica (EBELING; TIMMONS; BISOGNI, 2006; TIMMONS; EBELING, 2007). A 

amônia não ionizada possui a capacidade de adentrar as membranas celulares e influenciar no 

crescimento, alimentação, sobrevivência e até na susceptibilidade de doenças em camarões (CUI 

Y et al., 2017; QIU et al., 2018; YANG et al., 2014). 

 O nitrito e o nitrato são produtos da oxidação da amônia por bactérias nitrificantes e, a 

presença desses compostos nitrogenados em elevadas concentrações, pode causa problemas 

hemolinfáticos. Contudo, as piores consequências são em relação a concentrações letais de nitrito, 

devido a sua atuação no processo de transporte de oxigênio, ao qual transforma hemocianina em 

metacianina, sendo assim, umas das formas de se avaliar os efeitos dos compostos nitrogenados 
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em crustáceos é através das respostas imunológicas (BARBIERI et al., 2016; CAMPOS et al., 

2015; KUBITZA, 2017; THURSTON, 1980).  

Os crustáceos possuem apenas uma imunidade inata, sendo, portanto, a produção/liberação 

de hemócitos na hemolinfa uma das respostas imunológicas mais importantes (ELLIS et al., 2011). 

Com isso, os hemogramas realizados nesses crustáceos podem ser determinados através das 

contagens total e diferencial de hemócitos (CTH e CDH respectivamente), que além de serem 

consideradas um dos principais parâmetros imunológicos, expressam a condição de saúde desses 

animais e são também importantes ferramentas para compreender os efeitos dos compostos 

nitrogenados em decápodes (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2014; CHENG; CHEN, 2001; 

PINTO et al., 2016).   

 

2 Objetivos 

2.1 Objetivo geral 

• Avaliar a influência de diferentes concentrações dos compostos nitrogenados na 

contagem de hemócitos de juvenis de Macrobrachium rosenbergii. 

2.2 Objetivos específicos  

• Determinar a contagem total e diferencial de hemócitos de juvenis de 

Macrobrachium rosenbergii mantidos em sistemas de água clara submetidos a 

diferentes concentrações de amônia, nitrito e nitrato. 

 

3 Metodologia 

3.1 Condições experimentais 

Os juvenis de M. rosenbergii (peso médio inicial de 0,2 g) foram adquiridos de uma larvicultura 

comercial e distribuídos aleatoriamente em unidades experimentais de 11L de volume útil, 

abastecidas com água doce filtrada a 100 µm e previamente tratada com cloro a 30 ppm, na 

densidade de 3 camarão / 4L sob aeração constante. 

As unidades experimentais foram mantidas com alcalinidade e dureza acima de 60 mg de 

CaCO3/L e temperatura de 28°C. Os camarões foram alimentados com ração comercial duas vezes 
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ao dia (8 e 16 horas), sendo a quantidade ofertada ajustada de acordo com a estimativa de consumo, 

mortalidades e sobras segundo metodologia de New e Kutty (2010).  

Três experimentos foram conduzidos, onde se buscou testar concentrações consideradas 

tóxicas dos compostos nitrogenados: (1) amônia, nas concentrações de  0 mg/L (grupo controle), 

1, 2 e 3,5 mg/L; (2) nitrito, nas concentrações 0 mg/L (grupo controle), 1, 1,75 e 2,8 mg/L e; (3) 

nitrato, nas concentrações de 0 mg/L (grupo controle), 10, 25 e 50 mg/L. Todos contaram com três 

repetições cada, e um período de 96 horas de exposição, sendo utilizado o cloreto de amônio P.A, 

o nitrito de sódio P.A e o nitrato de sódio P.A para chegar nas concentrações desejadas. Uma 

solução mãe de maior concentração da amônia a 3,5mg/L (141mg de cloreto de amônio P.A), do 

nitrito a 2,8mg/L (113mg de nitrito de sódio P.A) e nitrato a 50mg/L (200mg de nitrito de sódio 

P.A) era obtida a partir da dissolução dos compostos químicos em 40 L de água do cultivo, sendo 

distribuída do mais concentrado para o menos concentrado. A limpeza das unidades foi feita através 

de sifonamento, com retirada de 10% do volume útil, sendo posteriormente renovados com as 

respectivas soluções de cada unidade experimental. 

  Para o monitoramento das variáveis de qualidade de água dentro dos limites ideais para 

carídeos propostos por New e Kutty (2010), foram realizadas mensurações de temperatura (ºC), 

pH e oxigênio dissolvido (O.D.) duas vezes ao dia. As coletas de amostras de água foram diárias, 

para confirmação das concentrações de amônia, nitrito e, nitrato dentro dos valores testados, por 

meio de kit colorimétrico comercial (Alcon Labcon, Camboriú, Brasil).  

3.2 Coleta da hemolinfa 

As coletas da hemolinfa foram realizadas em 24, 48, 72 e 96 horas de exposição. Os 

animais (três por unidade experimental) tiveram a hemolinfa coletada para determinação da 

contagem total e diferencial de hemócitos segundo Cheng e Chen (2001). A hemolinfa foi coletada 

na cavidade cardíaca de M. rosenbergii usando uma seringa de 1 ml contendo anticoagulante (0,114 

M de citrato de sódio, 0,1 M de NaCl, pH 7,45) na proporção de 1:9 (v:v; hemolinfa:anticoagulante) 

(CHENG; CHEN, 2001). 

3.3 Contagem total e diferencial de hemócitos 

A contagem total de hemócitos (CTH) foi realizada a partir da hemolinfa previamente 

coletada com anticoagulante e uma gota desta suspensão foi adicionada na câmara de Neubauer 
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para o cômputo das células (CHENG; CHEN, 2001). A determinação do número de hemócitos foi 

efetuada em triplicata usando um microscópio óptico. 

 Para a determinação da contagem diferencial de hemócitos (CDH) foi adotada a 

metodologia adaptada de Celi et al. (2013). Nesta metodologia, uma gota da suspensão de células 

de hemócitos fixada em formol 4% é posta em uma lâmina e seca ao ar, em seguida, a lâmina é 

imersa em metanol absoluto por 6 minutos. Depois disso, é corada com a solução de Giemsa 

(diluição 1:10 por 10 minutos), desidratada com etanol a 70% por 1 minuto e imersa em xileno 

absoluto por 6 minutos. A determinação das porcentagens relativas dos diferentes tipos de 

hemócitos foi efetuada através de observação da lâmina em microscopia ótica, também em 

triplicata. 

3.4 Análise estatística 

Os resultados das contagens total e diferencial foram submetidos aos testes de 

homogeneidade (teste de Levene), normalidade (teste de Shapiro–Wilk) e, para identificar a 

diferenças entre tratamentos, foram submetidos à ANOVA unidirecional seguido do teste de Tukey 

(HSD - Honest Significant Difference), quando atendido os preceitos. Para dados não paramétricos, 

foi usado o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste Mann-Whitney (Comparação Pairwise) com 

a correção de Bonferroni (ZAR, 2013).  

Para a comparação ao longo do tempo entre coletas, foi feito a ANOVA de medidas 

repetidas quando atendido os preceitos, ou teste de Friedman como alternativa não paramétrica 

(ZAR, 2013). Para todas as análises foi utilizado o nível de significância de 5%. As análises 

estatísticas foram realizadas com o auxílio do software IBM SPSS Statistics versão 25.0.0.0. 

4  Resultados e discussão 

Os resultados das variáveis de qualidade de água ao longo dos três experimentos 

demonstraram estar dentro do recomendável para o M. rosenbergii (NEW; KUTTY, 2010), 

diferindo estatisticamente apenas o oxigênio dissolvido (OD) entre os tratamentos com diferentes 

concentrações de amônia (Tabela 1). 
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Tabela 1. Parâmetros de qualidade de água dos experimentos 
 

1Letras maiúsculas diferentes na mesma linha mostram diferença entre os tratamentos (p≤0,05). OD = Oxigênio 

dissolvido; Temp = Temperatura. 

Variáveis 

Tratamentos 

(Valor médio, 

valores mínimo e 

máximo) 

(Valor médio, 

valores mínimo e 

máximo) 

(Valor médio, 

valores mínimo e 

máximo) 

(Valor médio, 

valores mínimo e 

máximo) 
 

 
EXPERIMENTO AMÔNIA  

  0 1 2 3,5  

OD (mg/L) 
 6,6 ± 0,1  

(6,4 – 6,7)AB 

6,6 ± 0,1  

(6,6 –6,9)A 

6,5 ± 0,1 

(6,4 – 6,7)B 

6,5 ± 0,1 

(6,4 – 6,8)B 
 

pH 
7,69 ± 0,08 

 (7,60 – 7,80)A 

7,68 ± 0,09 

 (7,60  – 7,80)A 

7,74 ± 0,10 

 (7,60 – 7,90)A 

7,73 ± 0,05 

 (7,70  – 7,80)A 
 

Temp (°C) 
30,2 ± 0,3  

(30,0 – 30,8)A 

30,1 ± 0,1  

(30,0 – 30,3)A 

30,2 ± 0,3 

(30,0 – 30,9)A 

30,3 ± 0,4 

 (30,0 – 31,0)A 
 

Amônia (mg/L) 0 ± 0 1 ± 0 2 ± 0  3,5 ± 0   

Nitrito (mg/L) 0 ± 0 A 0 ± 0 A 0 ± 0 A 0 ± 0 A  

Nitrato (mg/L) 0 ± 0 A 0 ± 0 A 0 ± 0 A 0 ± 0 A  

EXPERIMENTO NITRITO  

 0 1 1,75 2,8  

OD (mg/L) 
6,52 ± 0,14  

(6,40 – 6,80)A 

6,58 ± 0,22 

 (6,30 – 6,90)A 

6,63 ± 0,22 

 (6,20 – 6,80)A 

6,47 ± 0,18  

(6,20 – 6,70)A 
 

pH 
7,7 ± 0,1 

 (7,5 – 7,8)A 

7,7 ± 0,1 

 (7,5 – 7,8)A 

7,7 ± 0,1 

 (7,5 – 7,8)A 

7,7 ± 0,1 

 (7,5 – 7,8)A 
 

Temp (°C) 
30,1 ± 0,4  

(29,6  – 30,5)A 

29,8 ± 0,5  

 (29,1 –30,4)A 

30,0 ± 0,2 

 (29,8 – 30,2)A 

29,9 ± 0,3  

(29,6 – 30,4)A 
 

Amônia (mg/L) 
0 ± 0A 0 ± 0A 0,13 ± 0,14 

 (0 – 0,25)A 

0,13 ± 0,14 

 (0 – 0,25)A 
 

Nitrito (mg/L) 0 ± 0 1 ± 0 1,75 ± 0  2,8 ± 0  

Nitrato (mg/L) 0 ± 0A 0 ± 0 A 0 ± 0 A 0 ± 0 A  

EXPERIMENTO NITRATO  

 0 10 25 50  

OD (mg/L) 
6,5 ± 0,2 

 (6,1 – 6,8)A 

6,5 ± 0,2  

(6,1 – 6,8)A 

6,5 ± 0,2 

 (6,2 – 6,8)A 

6,5 ± 0,2  

(6,2 – 6,7)A 
 

pH 
7,8 ± 0,1  

(7,7  – 7,9)A 

7,7 ± 0B 7,8 ± 0A 7,9 ± 0,1 

 (7,8  – 8,0)A 
 

Temp (°C) 
29,7 ± 0,6 

 (29,1  – 30,8)A 

29,3 ± 0,5 

 (28,8  – 30,3)A 

29,6 ± 0,9  

(28,1  – 30,8)A 

30,0 ± 0,7 

 (29,1  – 30,9)A 
 

Amônia (mg/L) 
0 ± 0A 0,08 ± 0,29 

 ( 0 – 1)A 

0,02 ± 0,07 

 (0 – 0,25)A 

0 ± 0A  

Nitrito (mg/L) 0 ± 0A 0 ± 0A 0 ± 0A 0 ± 0A  

Nitrato (mg/L) 0 ± 0 10 ± 0 25 ± 0 50 ± 0  
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Para a contagem total de hemócitos (CTH) no experimento de diferentes concentrações de 

amônia na coleta 24h, o tratamento controle (0 mg/L) obteve a maior contagem total dentre os 

demais, e o tratamento 1mg/L diferiu estatisticamente das maiores concentrações (2 e 3,5mg/L), 

que não apresentaram diferença entre si. Após 48 horas de exposição, foi observado um aumento 

das médias da CTH dos tratamentos 1, 2 e 3,5mg/L, destacando o tratamento 2mg/L, o qual 

apresentou um valor médio de 2,34x106 ± 3,63x105 células/mL diferindo estatisticamente dos 

tratamentos controle (0 mg/L) e 1mg/L (Tabela 2). 

Tabela 2. Contagem Total de Hemócitos durante o experimento de diferentes concentrações de 

amônia 

Variáveis 

Tratamentos 

0 1 2 3,5 

(Valor médio, 

valores mínimo e 

máximo) 

(Valor médio, 

valores mínimo e 

máximo) 

(Valor médio, 

valores mínimo e 

máximo) 

(Valor médio, 

valores mínimo e 

máximo) 

Contagem Total 

de 

Hemócitos 

(Células/mL) 

24H 

1,01x106 ± 

9,76x105 (2,25 x105 

– 2,59 x106)ABa 

2,38x105 ± 

7,37x104 (1,13x105 

– 3,38x105)Aa 

8,75x105 ± 

5,72x105 (4,50x105 

– 1,84x106)Ba 

6,25x105 ± 

1,49x105 (4,13x105 

– 8,25x105)Ba 

48H 

6,93x105 ± 

2,23x105 (4,13x105 

– 9,38x105) Aa 

7,95x105 ± 

5,17x105 (4,13x105 

– 1,50x106)Aab 

2,34x106 ± 

3,63x105 (1,95x106 

– 2,81x106) Ba 

1,31x106 ± 

9,18x105 (6,38x105 

– 2,96x106) ABa 

72H 

4,97x105 ± 

2,40x105 (2,25x105 

– 7,50x105) ABa 

3,69x105 ± 

1,80x105 (1,88x105 

– 6,00x105)ABab 

1,11x106 ± 

3,71x105 (6,38x105 

– 1,50x106) Aa 

1,03x105 ± 

6,40x104 (3,75x104 

– 1,88x106) Ba 

96H 

3,53x106 ± 

8,23x105 (2,59x106 

– 4,43x106) Aa 

2,86x106 ± 

5,65x105 (2,29x106 

– 3,45x106)Ab 

4,59x105 ± 

2,19x105 (1,88x105 

– 7,13x105) Ba 

7,00x105 ± 

5,18x105 (1,13x105 

– 1,43x106) Ba 

1Letras maiúsculas na mesma linha mostram diferença entre os tratamentos (p≤0,05). 

2Letras minúsculas na mesma coluna mostram diferença entre pontos de coleta (ao longo do tempo) (p≤0,05). 
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 Com 72 horas de exposição a diferentes concentrações de amônia, houve uma queda nos 

valores médios da CTH, com ênfase ao tratamento 3,5mg/L que apresentou o menor valor de 

contagem e a maior queda quando comparado a coleta às 48 horas.  Completadas as 96 horas de 

exposição, os tratamentos 2 e 3,5mg/L obtiveram os menores valores médios da CTH, não 

apresentando diferença significativa entre si, assim como, o tratamento controle (0mg/L) e 1mg/L 

também não diferiram estatisticamente. Quando comparada as coletas 24 e 96 horas, o efeito da 

exposição de diferentes concentrações de amônia ao longo do tempo teve diferença significativas 

apenas para o tratamento 1mg/L. 

No experimento de diferentes concentrações de nitrito, para os valores médios da contagem 

total de hemócitos (CTH) na coleta 24 horas, o tratamento 1mg/L obteve a maior contagem total 

dentre os demais. Após 48 horas de exposição, foi observado um aumento na média da CTH do 

tratamento 1,75mg/L, que apresentou um valor médio de 1,88x106 ± 3,00x105 células/mL, 

diferindo estatisticamente dos tratamentos controle (0mg/L) e 2,8mg/L (Tabela 3). 

Com 72 horas de exposição a diferentes concentrações de nitrito, houve uma queda nos 

valores médios da CTH dos tratamentos 1, 1,75 e 2,8mg/L, com ênfase ao tratamento 1,75mg/L 

que apresentou o menor valor de contagem e a maior queda quando comparado a coleta às 48 horas.  

Completadas as 96 horas de exposição, o tratamento 2,8mg/L obteve um dos menores valores 

médios da CTH, apresentando diferença significativa entre os demais. Contudo, os tratamentos 1 

e 1,75mg/L que apresentaram alta dos valores médios da CTH não diferiram estatisticamente. 

Quando comparada as coletas 24 e 96 horas, o efeito da exposição de diferentes concentrações do 

nitrito apresentou diferenças significativas apenas no tratamento 2,8mg/L (Tabela 3). 
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Tabela 3. Contagem Total de Hemócitos durante o experimento de diferentes concentrações de 

nitrito 

Variáveis 

Tratamentos 

0 1 1,75 2,8 

(Valor médio, 

valores mínimo e 

máximo) 

(Valor médio, 

valores mínimo e 

máximo) 

(Valor médio, 

valores mínimo e 

máximo) 

(Valor médio, 

valores mínimo e 

máximo) 

Contagem 

Total de 

Hemócitos 

(Células/mL) 

24H 

1,64x106 ± 

7,35x105 (6,00x105 

– 2,33x106)Aa 

2,25x106 ± 

1,04x106 (1,58x106 

– 3,45x106)Aa 

1,39x106 ± 3,48x105 

(1,05x106 – 

1,69x106) Aa 

1,15x106 ± 5,24x105 

(7,13x105 – 

1,88x106) Aa 

48H 

1,16x106 ± 

1,73x105 (1,01x106 

– 1,31x106)Aa 

9,00x105 ± 

3,00x105 (3,75x105 

– 1,20x106)ABab 

1,88x106 ± 1,65x106 

(2,63x105 – 

3,71x106) ABa 

3,38x105 ± 1,27x105 

(1,88x105 – 

5,25x105)Bb 

72H 

1,60x106 ± 

7,51x105 (5,63x105 

– 2,25x106) Aa 

3,75x105 ± 

1,76x105 (1,88x105 

– 5,25x105) Bb 

3,09x105 ± 2,09x105 

(1,13x105 – 

5,25x105) Bb 

3,38x105 ± 1,19x105 

(2,25x105 – 

4,88x105) Bb 

96H 

7,59x105 ± 

4,19x105 (3,38x105 

– 1,31x106) ABa 

1,73x106 ± 

1,05x106 (5,25x105 

– 3,26x106) Aab 

1,36x106 ± 4,89x105 

(8,25x105 – 

2,18x106) Aa 

4,13x105 ± 8,10x104 

(3,38x105 – 

5,25x105) Bb 

1Letras maiúsculas na mesma linha mostram diferença entre os tratamentos (p≤0,05). 

2Letras minúsculas na mesma coluna mostram diferença entre pontos de coleta (ao longo do tempo) (p≤0,05). 

 

No experimento de diferentes concentrações de nitrato, para os valores médios da CTH na 

coleta 24 horas, não foi observada diferença entre os tratamentos. Após 48h de exposição de nitrito, 

foi observado uma diminuição das médias da CTH de todos os tratamentos, destacando o 

tratamento 50mg/L que apresentou um valor médio de 2,75x105 ± 1,64x105 diferindo dos 

tratamentos controle (0mg/L) e 10mg/L (Tabela 4). 
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Nas 72 horas de exposição a diferentes concentrações de nitrato, houve um aumento nos 

valores médios da CTH, com ênfase para os tratamentos 25 e 50mg/L que apresentaram um maior 

aumento na contagem quando comparado à coleta de 48 horas. Com o final das 96 horas de 

exposição, os tratamentos 10, 25 e 50mg/L tiveram os menores valores médios da CTH, não 

apresentando diferença significativa entre si. Quando comparada às coletas 24 e 96 horas, o efeito 

da exposição de diferentes concentrações de nitrato ao longo do tempo apresentou diferença 

significativa nos tratamentos 10, 25 e 50mg/L (Tabela 4).  

 

Tabela 4. Contagem Total de Hemócitos durante o experimento de diferentes concentrações de 

nitrato.  

Variáveis 

Tratamentos 

0 10 25 50 

(Valor médio, 

valores mínimo e 

máximo) 

(Valor médio, 

valores mínimo e 

máximo) 

(Valor médio, 

valores mínimo e 

máximo) 

(Valor médio, 

valores mínimo e 

máximo) 

Contagem Total 

de 

Hemócitos 

(Células/mL) 

24H 

1,92x106 ± 1,77x106 

(4,13x105 – 

4,50x106)Aa 

2,37x106 ± 

1,06x106 (1,39x106 

– 3,75x106)Aa 

1,18x106 ± 

8,70x105 (3,00x105 

– 2,25x106)Aa 

1,04x106 ± 

7,59x105 (1,88x105 

– 1,95x106)Aa 

48H 

1,03x106 ± 2,49x105 

(7,13x105 – 

1,39x106)Aa 

1,63x106 ± 

3,57x105 (1,28x106 

– 2,00x106)Ba 

4,69x105 ± 

3,74x105 (7,50x104 

– 1,01x106)Cb 

2,75x105 ± 

1,64x105 (7,50x104 

– 4,50x105)Cb 

72H 

4,38x105 ± 3,17x105 

(1,13x105 – 

9,38x105) Aa 

1,17x106 ± 

3,16x105 (8,63x105 

– 1,46x106)ABa 

1,27x106 ± 

1,35x105 (1,09x106 

– 1,39x106)Ba 

1,78x106 ± 

6,23x105 (1,13x106 

– 2,55x106)Ba 

96H 
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1,05x106 ± 3,06x105 

(7,50x105 – 

1,35x106) Aa 

1,66x105 ± 

1,63x104 (1,50x105 

– 1,88x105) Bb 

2,80x105 ± 

9,29x104 (1,95x105 

– 4,13x105) Bb 

4,50x105 ± 

1,44x105 (2,25x105 

– 6,00x105)Bb 

1Letras maiúsculas na mesma linha mostram diferença entre os tratamentos (p≤0,05). 

2Letras minúsculas na mesma coluna mostram diferença entre pontos de coleta (ao longo do tempo) (p≤0,05). 

 

A concentração média da contagem total de hemócitos (CTH) para diferentes espécies são 

descobertas através de estudos ecotoxicológicos dos indivíduos selvagens capturados ou através da 

submissão a condições experimentais. Para a espécie M. rosenbergii, estudos relacionados aos 

efeitos toxicológicos da exposição de amônia, nitrito e nitrato demonstram consequências adversas, 

principalmente quando estes animais são submetidos por um período de 96 horas de exposição 

(CHAND; SAHOO, 2006). De acordo com Zhang et al. (2015), os exemplares adultos de M. 

rosenbergii expostos ao nitrito tiverem pouca mudança fisiológica quando comparados aos animais 

expostos a amônia, contudo, esses compostos nitrogenados causaram uma série de estresse 

oxidativo combinado e apoptose em hemócitos no M. rosenbergii. Entretanto, no presente estudo 

após 96 horas de exposição dos compostos nitrogenados, o nitrito e nitrato tiveram baixas 

contagens celulares, podendo indicar que foram mais prejudiciais para os juvenis de M. 

rosenbergii. 

Para outros crustáceos, como é o caso do decapoda Astacus leptodactylus, Sepici-dinçel et 

al. (2013) e Safaeian et al. (2019) encontraram os intervalos de referência média da CTH de 

3,83x104 e 5,3x104 células/mL, respectivamente, quando esta espécie foi avaliada para o 

desenvolvimento e padronização da análise da hemolinfa como uma ferramenta de diagnóstico 

viável para estudos de bioensaio e aquicultura. Já para o peneídeo P. vannamei, os valores médios 

da CTH são considerados bons quando estão entre 10x106 a 15x106 células/mL (BARRETTO et 

al., 2012), quando estes animais estão em condições de cultivo.  

No presente estudo, para o tempo máximo de exposição (96 horas), foram encontrados os 

valores médios 3,53x106 e 2,86x106 cél/mL nos tratamentos controle (0mg/L) e 1mg/L do 

experimento 1 (amônia) respectivamente, nos tratamentos 1 e 1,75mg/L do experimento 2 (nitrito) 

os valores médios foram 1,73x106 e 1,36x106 cél/mL respectivamente, para o tratamento controle 

(0 mg/L) do experimento 3 (nitrato), o valor médio foi de 1,05x106 cél/mL, podendo-se inferir uma 
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alteração na contagem total de hemócitos causada pela exposição continua da amônia nos 

tratamentos 2 e 3,5mg/L, do nitrito no tratamento 2,8 mg/L e do nitrato nos tratamentos 10, 25 e 

50mg/L. Tais resultados de contagem de hemócitos estão em consonância com o estudo realizado 

por Pinto et al. (2016) sobre os efeitos do estresse de amônia no Macrobrachium amazonicum onde 

foi visto que quanto maior as concentrações de amônia menor a contagem total de hemócitos. Em 

relação aos resultados de nitrito, em um estudo realizado por  Xian et al. (2011) foi verificado que 

a exposição ao nitrito nas concentrações 10 e 20 mg/L induz à redução na contagem de hemócitos 

em Penaeus monodon, devido a superprodução de espécies reativas do oxigênio (ROI), que então 

resultaria em danos no DNA e em apoptose celular, e subsequentemente causou a redução da CTH, 

efeito este encontrado no presente estudo. Estudos relacionados a exposição de nitrato em decapoda 

e seu efeito na contagem total de hemócitos não foram encontrados. 

De acordo com Liang et al. (2016); Qiu et al. (2018); Zhou et al. (2018) quando os níveis 

dos compostos nitrogenados na água excedem o limite de tolerância dos camarões, podem ocorrer 

danos nos tecidos como brânquias e hepatopâncreas, bem como afetar a respiração, metabolismo, 

imunidade, regulação osmótica, excreção, muda e crescimento, formação de metacianina, causar 

hipoxia no tecido, prejudicar a respiração metabólica e deprimir a capacidade imunológica. Em P. 

vannamei, níveis elevados de amônia afetam a atividade de enzimas metabolizadoras da excreção 

da amônia (CUI Y et al., 2017; XIAO J et al., 2019). No final dos experimentos 1, 2 e 3, foi 

observado que os valores médios da contagem total de hemócitos (CTH) dos tratamentos de 

maiores concentrações (3,5, 2,8 e 50 mg/L, respectivamente) foram reduzindo quando comparados 

ao início da exposição, indicando resposta fisiológica do M. rosenbergii. 

Em relação a contagem diferencial de hemócitos (CDH) do experimento de diferentes 

concentrações de amônia, os valores médios da contagem variaram de 64,4% a 90,96% para as 

células hialinas, 7,23% a 35,63% para as células semi-granulares e 0% a 3,03% para as células 

granulares (Figura 1). Com 24 horas de exposição, o tratamento 3,5mg/L de amônia teve a maior 

abundância na contagem das células hialinas e o menor valor médio da contagem das células semi-

granulares e granulares. Dentre os resultados, apenas para o tratamento 1mg/L houve diferença 

significativa na contagem das células granulares (Figura 1). Completadas as 96 horas de exposição 

de amônia, apenas o tratamento 3,5 mg/L apresentou queda na contagem das células hialinas e alta 

na contagem das células semi-granulares, diferindo estatisticamente dos tratamentos controle 
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(0mg/L), 1 e 2mg/L. A maior contagem das células granulares foi no tratamento 2mg/L, em 

contrapartida, o tratamento 3,5mg/L não teve registro dessa célula (Figura 1). 

Em relação do efeito da amônia ao longo do tempo, quando comparada as coletas de 24 e 

96 horas, foram observadas diferenças significativas ao final do experimento nos tratamentos 2 e 

3,5mg/L, para a contagem das células hialinas. Para as células semi-granulares, apenas o tratamento 

2mg/L diferiu entre as coletas, e as células granulares não tiveram diferenças significativas nessa 

comparação ao longo do tempo (Figura 1).
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Figura 1. Contagem Diferencial de Hemócitos durante o experimento de diferentes concentrações da amônia.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1Letras maiúsculas mostram diferença entre os tratamentos e, letras minúsculas, mostram diferença entre pontos de coleta (ao longo do 

tempo) (p≤0,05).  (A) células hialinas, (B) células semi-granulares e (C) células granulares.

A B 

C 
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 Na contagem diferencial de hemócitos (CDH) do experimento de diferentes concentrações 

de nitrito, os valores médios da contagem variaram de 83,7% a 91,2% para as células hialinas, de 

8,1% a 15,7% para as células semi-granulares e, de 0,22% a 1,12%, para as células granulares 

(Figura 2). Após 24 horas de exposição ao nitrito, o tratamento 1,75mg/L teve as maiores 

contagens das células hialinas e granulares, mas com a menor contagem das células semi-

granulares, contudo, não foram identificadas diferenças entre os tratamentos (Figura 2). 

No final do experimento 2, o tratamento 1,75 mg/L continuou com as maiores contagens 

das células hialinas e a menor contagem das células semi-granulares, não diferindo dos demais 

tratamentos. Nas células granulares, todos os tratamentos tiveram alta nas contagens, mas não 

diferiram entre si (Figura 2). Em relação ao efeito do nitrito nas células hialinas e semi-granulares 

ao longo do tempo, quando comparada as coletas 24 e 96 horas, não houve diferença significativa, 

sendo identificada diferença, apenas ao final do experimento, nos tratamentos 1 e 2,8mg/L para as 

células granulares.  
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Figura 2.Contagem Diferencial de Hemócitos durante o experimento de diferentes concentrações de nitrito. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1Letras maiúsculas mostram diferença entre os tratamentos e, letras minúsculas, mostram diferença entre pontos de coleta (ao longo do 

tempo) (A) células hialinas, (B) células semi-granulares e (C) células granulares 

A B 

C 
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Na contagem diferencial de hemócitos (CDH) do experimento de diferentes concentrações 

de nitrato, os valores médios da contagem variaram de 80,19% a 91,90% para as células hialinas, 

de 6,68% a 18,15% para as células semi-granulares e, de 0,56% a 2,64%, para as células granulares 

(Figura 3). 

Após 24 horas de exposição ao nitrato, o tratamento 50mg/L teve a maior contagem das 

células hialinas, mas com a menor contagem das células semi-granulares diferindo dos outros 

tratamentos (Figura 3). No final do experimento 3, o tratamento 50mg/L continuou com as maiores 

contagens das células hialinas e a menor contagem das células semi-granulares, não diferindo dos 

demais. Os tratamentos controle (0mg/L), 25 e 50mg/L tiveram queda nas contagens das células 

granulares, mas não foram encontradas diferenças significativas entre os tratamentos (Figura 3). 

Não foram determinadas diferenças significativas, para o efeito do nitrato ao longo do tempo, 

quando comparada as coletas 24 e 96 horas, para as células hialinas e semi-granulares, sendo 

identificada diferença, apenas ao final do experimento no tratamento 25mg/L, para as células 

granulares. 
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Figura 3.Contagem Diferencial de Hemócitos durante o experimento de diferentes concentrações do nitrato 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1Letras maiúsculas mostram diferença entre os tratamentos e, letras minúsculas, mostram diferença entre pontos de coleta (ao longo do 

tempo) (p≤0,05).  (A) células hialinas, (B) células semi-granulares e (C) células granulares.

A B 

C 
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A classificação dos hemócitos em invertebrados aquáticos ainda não atingiu um padrão 

uniforme, no entanto, a maioria dos autores concordam na classificação das células em hialinas, 

granulares e semi-granulares, estando as hialinas relacionadas ao processo de iniciação da 

coagulação da hemolinfa, enquanto as granulares e semi-granulares, agem na defesa celular, sendo 

responsáveis pelos processos de fagocitose e encapsulação (HU et al., 2011; PARRINELLO et al., 

2015; VÁZQUEZ et al., 1997; WU et al., 2019). No presente estudo foram encontrados os três 

tipos de células em todos os experimentos, contudo, variaram de acordo com os pontos de coletas.  

De acordo com Sierra et al. (2001) as células hialinas são geralmente encontradas em maior 

abundância no sistema circulatório do M. rosenbergii, variando em torno de 70%, contudo, as 

células granulocíticas, semi-granulares e granulares, variam em torno de 25% e 5% 

respectivamente. No presente estudo, após 96 horas de exposição dos compostos nitrogenados em 

juvenis de M. rosenbergii, é visto que o tratamento de maior concentração da amônia (3,5mg/L) 

induziu a redução da contagem das células hialinas para 64,37%, as contagens das semi-granulares 

aumentaram para 35,63% e, as granulares, não foram registradas. O tratamento de maior 

concentração de nitrito (2,8mg/L) resultou em um aumento nas contagens das células hialinas e 

granulares para 88,4% e 1,07% respectivamente, mas a contagem das células semi-granulares 

diminuiu para 10,5%. O tratamento de maior concentração de nitrato (50mg/L) também resultou 

em um aumento nas contagens das células hialinas para 90,89%, contudo, as contagens das células 

semi-granulares e granulares diminuiu para 8,17% e 0,94%, respectivamente.   

Diante do supracitado, nota-se que as contagens total e diferencial de hemócitos são 

influenciadas em relação as altas concentrações de amônia a 3,5mg/L, de nitrito a 2,8mg/L e de 

nitrato a 50mg/L. É observado também, que as contagens diante do tempo de exposição, para cada 

concentração, variaram entre os três experimentos, sendo significante na contagem total de 

hemócitos (CTH) dos experimentos de nitrito e nitrato e, na contagem diferencial de hemócitos 

(CDH) de nitrato.   

5 Considerações finais 

Fundamentado nos resultados encontrados, conclui-se que as concentrações de amônia a 

3,5mg/L, de nitrito a 2,8mg/L e de nitrato a 50mg/L influenciam nas contagens total e diferencial 

(CTH e CDH, respectivamente) de juvenis de M. rosenbergii, sendo as respectivas concentrações 

de nitrito e nitrato mais prejudiciais quando expostos a um período de 96 horas. 
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