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RESUMO

As enfermidades virais sdo as que causam maiores prejuizos registrados na carcinicultura. O
surgimento do IMNV no Nordeste do Brasil em 2002 colocou os produtores de camardo
frente a uma enfermidade desconhecida que causou perdas significativas para o setor,
tornando imperativo buscar um maior conhecimento sobre a doenga e de como podem se
comportar outras espécies de camardo ao virus do IMN. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
susceptibilidade do camardo rosa Farfantepenaeus subtilis, nativo da costa brasileira, através
de teste de desafio frente ao IMNV. Para realizagdo do bioensaio foram utilizados 200
camardes jovens saudaveis mantidos em tanques individuais de 4L durante 30 dias. No
experimento os camardes foram separados em dois grupos: controle e desafiado; o grupo
desafiado foi alimentado com musculo de L. vannamei contaminado com IMNV e o controle
alimentado com musculo de L. vannamei livre do virus em estudo, durante 3 dias via “per
os”. Apos o desafio foram realizadas coletas aleatorias de 40 animais, 20 camardes controle e
20 camardes desafiados, a cada cinco dias (5% 10° 15° 20° e 30°) onde durante cada coleta,
foram extraidas hemolinfa para contagem total de hemocitos (CTH), branquias para analise de
RT/PCR e em seguida cada camardo foi fixado com solu¢do de Davidson para andlise
histologica. As analises moleculares, utilizando a metodologia do Kit IQ2000, mostraram que
dos 100 animais desafiados apenas dez (10 %) se mostraram positivos a infec¢do. Nas
analises histologicas foi observado uma baixa infiltragdo hemocitica nos musculos; uma leve
coagulacdo e presenca de hemolinfa entre as fibras musculares caracterizando uma infec¢ao
leve. De acordo com o teste ¢ de Student para dados independentes, houve diferenca
estatisticamente significativa (p> 0,05) entre a contagem total de hemdcitos do grupo
desafiado e grupo controle na amostragem do 30° dia. O estudo demonstrou que a espécie

nativa Farfantepenaeus subtilis é susceptivel ao virus IMN.

Palavras chaves: Susceptibilidade, Farfantepenaeus subtilis, IMNV, desafio.



ABSTRACT

Viral diseases are causing great damage in shrimp farming. With the IMN virus emergence in
Northeastern Brazil in 2002, the shrimp producers faced an unknown disease that caused
significant losses for the industry. Thus, a better knowledge about this disease and the
investigation of how other species of shrimp are affected by the IMN virus will be an
important contribution for the aquaculture industry. The objective of this study is to evaluate
the susceptibility of Farfantepenaeus subtilis from the Brazilian coast, to the IMN virus. To
conduct the bioassay it was used 200 healthy young shrimps kept in individual tanks of 4L for
30 days. The experimental design was composed by two separated groups: a control group
and a challenged one which was exposed to the IMN virus. The challenged group was fed on
L. vannamei muscle contaminated with IMNV and the control group was fed on muscle of L.
vannamei free of the virus, for 3 days per os. After the challenge procedures, random samples
of 40 animals, 20 control and 20 challenged were taken, every five days (5°, 10°, 15°, 20° and
30°). On each sampling hemolymph was drawn for the total count of hemocytes (THC), gills
were taken for analysis by RT / PCR and then each animal was fixed with Davidson solution
for histological analysis. The molecular analysis, using the methodology of Kit 1Q2000,
showed that among 100 animals challenged only ten (10%) were positive for infection. In
histological analysis a low hemocyte infiltration was observed in muscles and a slight
presence of hemolymph coagulation was detected between muscle fibers characterizing a mild
infection. According to the Student t test for independent data, there was a statistically
significant difference (p > 0.05) between the THC of challenged group and the control group
sample of 30 days. The study showed wild specimens of F. subtilis to be susceptible to
infection with IMNV.

Keywords: Suceptibility, Farfantepenaeus subtilis, IMNV, challenge.
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1. INTRODUCAO

A aquicultura quando bem planejada pode ser benéfica para o desenvolvimento
econdmico do setor e do pais. E uma atividade complexa, que exige grande dedicacio,
constante aprendizado, continua assisténcia técnica especializada, demanda de mercado e,
acima de tudo, embasamento cientifico. O negligenciamento de algum desses pré-requisitos
explica o fracasso de tantos empreendimentos (AGOSTINHO; GOMES; PELICICE; 2007).
A aquicultura nacional pode ser uma importante ferramenta no estimulo ao aproveitamento de
recursos locais, criando condigdes para a geracdo de emprego, renda e para a melhoria da
qualidade de vida da populagdo (VALENTI et al, 2000).

Conforme dados da FAO — Food and Agriculture Organization of United Nations
(2006), a producao mundial da aquicultura (marinha, estuarina e continental) cresceu 81,07%
nos ultimos 10 anos. No ano de 2006, a captura e aquicultura supriram o mundo com cerca de
110 milhdes de toneladas de pescado, sendo 47,0% provenientes da aquicultura, que continua
fortemente dominada pela regido Asia - Pacifico que contribui com 89% em termos de
quantidade e 77% em termos de valor (FAO, 2008). Mais da metade de toda a produgdo
global da carcinicultura ¢ proveniente da China, que em 2008 produziu 1,4 milhdes de
toneladas de camardo em cativeiro; a Tailandia produziu 542 mil toneladas e exportou US$
2,2 bilhdes. No Ocidente, o Equador com 600 km de litoral, ja ocupa 200 mil hectares com
fazendas de camardo, atingindo a marca de 123.361 toneladas produzidas (ROCHA, 2009).

O camardo ¢ uma “commodity” de valor elevado e 17% do comércio internacional de
produtos pesqueiros gerados, principalmente pela Asia ¢ América Latina, em especial para
fins de exportacdo, traz um enriquecimento para muitos paises em desenvolvimento nessas
regides (FAO, 2003).

A criacdo de camarao cresceu no Nordeste do Brasil, sobretudo no Estado do Ceara,
em fun¢do da alta rentabilidade econOmica, elevada produtividade e facil adaptacdo da
espécie Litopenaeus vannamei. A partir de meados da década de 90, a carcinicultura brasileira
apresentou um crescimento consideravel, tendo atingido uma produgdo 90.190 toneladas em
2003, chegando a alcancar a posicao de lider no hemisfério ocidental, superando o Equador e
o México que, tradicionalmente, ocupavam o primeiro e segundo lugares, respectivamente
(ROCHA; RODRIGUES; AMORIM, 2004).

Em 2004, a carcinicultura registrou uma queda de 15,84% na produgao e de 25,87%

na produtividade média, em relagdo ao ano anterior, tendo como principais agentes
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causadores a aplicacdo da sobretaxa antidumping, movida nos Estados Unidos pela Southern
Shrimp Alliance de 7,05%, o que acarretou a diminui¢do das exportagdes, além de problemas
cambiais e o surgimento da Mionecrose Infecciosa Viral — IMNV na Regido Nordeste e o
surto do Virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV) que praticamente extinguiu a
atividade de carcinicultura no Estado de Santa Catarina (ABCC, 2004; NUNES; MARTINS;
GESTEIRA, 2004; RODRIGUES, 2005; SEIFFERT; WIIINCKLER; MAGGIONI, 2005).

Em 2005, a producdo sofreu uma nova deplecdo, atingindo o valor de 65.000
toneladas, estabilizando-se neste valor nos anos de 2006 ¢ 2007 (ROCHA, 2008). A queda
das exportagdes registrada no periodo de 2006 a 2007 foi de 66%, a maior retragcdo da série
histérica analisada pelo Centro Internacional de Negocios (CIN/CE), da Federacdo das
Industrias do Ceard (FIEC), e como resultado, o camardo passou da quarta para a oitava
posicdo. Os mercados consumidores também foram declinando ao longo dos ultimos anos, s6
entre 2006 e 2007, cinco paises deixaram de consumir o produto local: Alemanha, Cabo
Verde, Italia, Estados Unidos e Japao (BARREIRA, 2009).

A espécie Litopenaeus vannamei foi importada para o Brasil pela primeira vez em
1980 e passou a ser cultivada em larga escala em 1995 (BRIGGS et al, 2004). Esta espécie se
destaca por apresentar uniforme taxa de crescimento, facil adaptabilidade a diferentes
condi¢des do meio ambiente, facil reprodug¢do em laboratério e uma excelente aceitacao no
mercado (BRASIL, 2001). Contudo espécies exdticas podem introduzir novas enfermidades
no ambiente. Algumas enfermidades de origens virais e bacteriologicas comuns ao L.
vannamei t€m sido responsaveis por graves problemas nos cultivos em todo o mundo, como
WSSV, TSV (Virus da Sindrome de Taura), IHHNV (Virus da Infeccao Hipodermal e
Necrose Hematopoiética), IMNV (LIGHTNER, 2003); NHP (Hepatopancreatite Necrosante)
(KROL; HAWKINS; OVERSTREET, 1991) e Vibrioses (VIEIRA et al, 2000, AGUIRRE-
GUZMAN; RUIZ; ASCENCIO, 2004; CHIU et al., 2007).

Ao longo da ultima década, tém sido registrados problemas considerdveis com
enfermidades na aquicultura, principalmente devido a doencas virais (FAO, 2003), que
ocorrem quando existe uma elevada carga viral no meio em contato com uma populagdo
suscetivel e que se encontra sob estresse. O estresse tem sido citado com freqliéncia como
fator predisponente, relacionado ao desequilibrio do meio ambiente e uma maior
vulnerabilidade dos espécimes, culminando em debilidade, manifestacio de doencas e,
conforme a severidade destas, chegando a morte (LIGHTNER, 1997).

Segundo Maia e Nunes (2003) a espécie nativa Farfantepenaeus subtilis possui uma

boa adaptabilidade ao sistema de engorda intensiva, indicando seu potencial de cultivo em
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larga escala, em densidades de estocagem semelhantes as praticadas para L. vannamei, sendo,
portanto uma excelente opgao para a carcinicultura brasileira.

A presente pesquisa teve como objetivo avaliar a susceptibilidade da espécie nativa
Farfantepenaeus subtilis ao Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV), por ser uma
enfermidade de grande impacto para os cultivos no Brasil e considerando que os resultados

obtidos poderao contribuir para a sustentabilidade do setor produtivo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Susceptibilidade

A susceptibilidade ¢ a predisposi¢do que os seres vivos apresentam aos varios tipos de
patogenos existentes, tais como: virus, bactérias; fungos, etc. A estrutura genética defeituosa
também tornam os animais mais susceptiveis. Algumas infec¢des sdo menos agressivas e
determinados agentes infecciosos sdo menos virulentos que outros (COWLEY et al. 2000).

Especialistas concordam que nem todos os seres sdo sensiveis a determinados
patégenos, como por exemplo, o efeito de uma infecgdo viral que em algumas espécies de
peneideos pode ser minimo ou até mesmo ausente, enquanto que para outras espécies
apresenta manifestagio severa (MARQUES; MOSER; MULER, 2006).

O virus do IHHN que causa grave epizootia e mortalidade em massa na espécie
Penaeus stylirostris (LIGHTNER, 1996a), em contrapartida se apresenta menos virulento
para as espécies susceptiveis P. monodon, L. vannamei e F. subtilis causando baixa
mortalidade (KALAGAYAN et al. 1991; CHAYABURAKUL, 2005; COELHO, 2006).
Ressalte-se que a espécie L. vannamei se mostrou portadora assintomatica do virus IHHNV
(LIGHTNER; REDMAN; BELL, 1983; BELL; LIGHTNER, 1984). Diferencas sutis na
viruléncia de cepas isoladas do WSSV de diversas regides geograficas sugeriram que a
susceptibilidade ao agente patogénico pode variar de acordo com a espécie e o estagio de vida
do hospedeiro (WANG et al, 1999; WAIKHOM; 2006). Estudos tém demonstrado que o grau
de severidade das infecgdes pode ser influenciado pelas varidveis ambientais. Carbajal-
Sanchez, Castro-Longoria e Grijalva-Chon (2008) demonstraram que o virus do WSS ¢
significativamente mais severo para espécie L. vannamei, em salinidades de 15%o.

Testes de desafio usando o virus da Taura (TSV) realizados por Overstreet et al.
(1997) com as espécies Farfantepenaeus duorarum, F. aztecus e Litopenaeus setiferus,
causaram elevada mortalidade a primeira espécie, mas a outras duas sobreviveram a infeccao,
sem apresentar os sinais clinicos caracteristicos da enfermidade.A espécie exética Penaeus
chinensis, também investigada, mostrou ser altamente susceptivel a este virus, quando
desafiada. Os autores sugeriram que F. duorarum e F. aztecus poderiam ser vetores ou

hospedeiros asintomaticos do TSV.
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Longyant et al. (2005) submeteram cinco espécies de palemonideos (Macrobrachium
rosenbergii, M. lanchesteri, M. sintangense, Palaemon styliferus e P. serrifer ) a infecgdo
artificial com inje¢do do virus da cabeca amarela (YHV), sendo monitoradas através de
analises moleculares e por imunohistoquimica. Trés dias pos-infeccdo M. sintangens, P.
serrifer ¢ P. styliferus apresentaram sinais moderados da infec¢do, demonstrando serem
susceptiveis a infec¢do, ao contrario de M. rosenbergii € M. lanchesteri que se mostraram

resistentes.

2.2 O camarao rosa Farfantepenaeus subtilis

Dentre as espécies de camarao que habitam a costa brasileira, as da familia Penaeidae
sdo as de maior importancia economica (PEREZ-FARFANTE, 1967). As espécies de camarao
marinho Farfantepenaeus subtilis e Farfantepenaeus brasilienses apresentam potencial para o
cultivo e provavelmente t€m maior valor de mercado que o Lifopenaeus vannamei, mas nao
foram devidamente estudados (NUNES; GESTEIRA; GODDARD, 1997).

O camardo F. subtilis descrito por Pérez-Farfante (1967), foi inicialmente identificada
como a espécie Penaeus subtilis, todavia, com a nova revisao sistematica realizada por Perez-
Farfante e Kensley (1997), a espécie passou a pertencer ao género Farfantepenaeus. Esta
classificagdo foi ratificada por Maggioni et a/ (2001) que realizou um estudo filogenético
molecular baseado em seqii€ncias parciais do gene 16S mitocondrial.

De acordo com Pérez-Farfante e Kensley (1997), esta espécie tem a seguinte
classificagdo taxonomica:

Filo- Arthropoda
Superclasse- Crustacea
Subclasse — Eumalacostraca
Superordem — Eucarida
Ordem — Decapoda
Subordem — Dendrobranchiata
Superfamilia — Penaeoidea
Familia — Penaeidae
Género — Farfantepenaeus

Espécie — Farfantepenaeus subtilis
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O camardo Farfantepenaeus subtilis tem uma distribuicdo geografica que vai desde o
Mar do Caribe (Cuba e Pequenas Antilhas) até América do Sul e Central. No Brasil sua
distribui¢do ¢ observada desde a Regido Norte até o litoral de Cabo Frio no Rio de Janeiro
(PEREZ-FARFANTE, 1969, 1988; HOLTHUIS, 1980; CERVIGON et al., 1992; D’INCAO,
1995).

Esta espécie conhecida como camardo marrom, camardao rosa € camarao lixo habita
ambientes de fundo lodoso, lamoso ou areno-lamoso, com profundidades de 1 até 190 m
(PEREZ-FARFANTE, 1969; HOLTHUIS, 1980). Apresenta um comprimento total maximo
chegando a 152 mm e 205 mm em machos e fémeas, respectivamente (CERVIGON et al.,
1992). Possui carapaca lisa e sua coloracdo ¢ geralmente marron podendo apresentar-se
acinzentado ou amarelado. O rostro serrilhado ¢ dotado de 8 ou 9 dentes na margem dorsal e 2
dentes na margem ventral, exibe cristas e sulcos adrostrais relativamente curtos estreitando-se
a medida que se aproxima da extremidade distal do cefalotérax, ndo atingindo a borda
posterior da carapaca (PEREZ-FARFANTE, 1967, 1969).

Esta espécie ¢ essencialmente carnivora durante seu ciclo de vida, entretanto ¢
classificado como onivoro oportunista, podendo consumir uma grande variedade de alimentos
dentre eles: microalgas, detrito, poliquetas, anfipodos, foraminiferos, copépodos e outros
microcrustaceos (NUNES, 1995).

A fémea desta espécie apresenta télico fechado, de aspecto liso, terminando na
margem posterior do cefalotéorax com o abddmen, observado a olho nu ou em microscopio
estereoscopico, podendo ser pigmentada ou ndao, como ocorre no restante do corpo. Esta
situado na por¢ao mediana do corpo na altura do 5° par de pereidpodos. Esta caracteristica
facilita sua reproducdo em larviculturas e reduz os custos de produgdo de pos-larvas; pois,
funciona na estocagem do espermatdforo transferido pelo macho durante o acasalamento,
logo apds a muda (PEREZ-FARFANTE, 1975; NUNES, 1995; SANTANA, 2005).

Durante o ciclo de vida desta espécie, as larvas sdo carregadas pelas correntes
maritimas para o estudrio onde alcangam o estagio de pds-larvas. Neste ambiente, encontram
protecdo e alimento, chegando assim a fase pré- adulta, quando migram para o oceano, onde
ocorrerd a reproducao (ISAAC; DIAS NETO; DAMASCENO, 1992).

Na década de 70 e 80 o setor produtivo, na tentativa de viabilizar a carcinicultura no
Brasil, tentou o cultivo de espécies nativas como exemplo o F. subtilis (BRASIL, 2001), pois
a mesma possui uma larga tolerancia as variagdes de salinidade, desenvolvimento rapido e
disponibilidade de fémeas maduras e de pos-larvas na natureza (MAIA, 1983). Apesar das

tentativas feitas em cultivos durante esse periodo, a referida espécie ndo apresentou bons
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niveis de produtividade devido a exigéncias nutricionais por ragdes com alto indice protéico
(NUNES, 1995). A partir dai a solugdo para a valida¢ao da carcinicultura no Brasil foi a
adocdo da espécie exotica L. vannamei ja cultivada com éxito no Panama e Equador

(BRASIL, 2001).

2.3 O Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNYV)

A carcinicultura, como qualquer outro setor da aquicultura, esta sujeita ao surgimento
de doengas que podem causar um aumento no custo de producdo e decréscimo na
produtividade, prejudicando o ritmo do desenvolvimento desta atividade (LIGHTNER;
REDMAN, 1998). Por outro lado, o controle das enfermidades ndo se restringe somente ao
patdogeno, mas também ao manejo do cultivo onde os elos que compdem a cadeia produtiva
estdo diretamente interligados: o camardo, o ambiente de cultivo e os patdgenos
(HERNANDEZ; NUNES, 2001; MARTINS, 2006). Le Moullac ¢ Haffner (2000) sugerem
que a condi¢do de estresse pode ocasionar a quebra da cadeia sendo um fator iniciante de
doengas em cultivos.

Os causadores de enfermidades em camardo cultivado podem ser do tipo ndo-
infeccioso ou infeccioso (BROCK, 1990; BROCK; MAIN 1994) O agente etiologico ¢
definido como causador da doenga e o contato com estes agentes resultara na reducgdo efetiva
da resisténcia imunoldgica dos animais, o que pode propiciar a agdo de patdgenos
oportunistas e a incidéncia e/ou severidade de patologias nos peneideos. As doencas de
etiologia ndo infecciosa sdo ocasionadas por fatores ambientais, nutricionais, agentes toxicos
ou genéticos. Ja as infecciosas sdo causadas por organismos patogénicos como: virus,
bactérias, fungos, protozoarios e metazoarios (VINATEA, 1996).

As doencas de etiologia viral constituem o principal problema enfrentado pelas
fazendas de cultivo de camardes ao redor do mundo e alguns virus provocam catastroficas
perdas para a carcinicultura ja que seu diagnostico ¢ mais dificil e ndo existem formas de
tratamento apos a infecgdo instalada (BACHERE; FUCHS; SODERHALL, 2000). Entre as
enfermidades virais que acometem os camardes existem as de notificacdo obrigatdria para o
Escritdrio Internacional de Epizootias — OIE tais como: Virus da Mancha Branca (White Spot
Syndrome Virus, WSSV), Virus da Sindrome de Taura (Taura Syndrome Virus, TSV), Virus
da Cabeca Amarela (Yellow Head Virus, YHV), Virus da Infeccdo Hipodermal e Necrose
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Hematopoiética (Infectious Hypodermal and Hematopietic Necrosis Virus, THHNV)
(LIGHTNER, 1996b; HASSON; FAN; VARNER, 2005). Na atualizacdo da OIE em janeiro
de 2008 o Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV) foi incluido na lista de doengas de
notificagdo obrigatoria (OIE, 2009).

De acordo com Fegan e Clifford (2001) as enfermidades provocadas por virus tém
gerado importantes perdas na economia da maioria dos paises. O surgimento de novos virus e
outros organismos patogénicos exigem um maior controle sanitario das doencas nas fazendas.

Existem patogenos que exibem um elevado grau de agressividade apos a manifestagao
dos primeiros sinais de enfermidade como, por exemplo, o Virus da Mancha Branca (WSSV)
que ¢ at¢ o momento, a enfermidade mais devastadora para a carcinicultura, podendo causar
100% de mortalidade dentro de 3 a 10 dias do aparecimento dos primeiros sintomas da doenga
(LIGHTNER, 1996b; VASEEHARAN; JAYAKUMAR; RAMASAMY, 2003). O WSSV foi
detectado pela primeira vez na provincia chinesa de Fujian, em 1992, de onde se espalhou
rapidamente para a maioria dos paises produtores de camardes (FLEGEL, 1997). Em 1999, as
fronteiras brasileiras foram fechadas para a entrada de crustaceos, com a finalidade de impedir
a introdu¢do do WSSV no pais. Apesar disso, em novembro de 2004, sinais clinicos da
doenca comecaram a ser detectados em fazendas de camardes de Santa Catarina e em janeiro
de 2005, foi diagnosticado nos municipios catarinenses de Imarui e Laguna (SEIFFERT;
WIIINCKLER; MAGGIONI, 2005). O virus da Sindrome de Taura (TSV) também provoca
alta mortalidade chegando até 95% dos camardes cultivados, este foi descoberto em 1992 em
fazendas do Equador e depois se espalhou para outros paises das Américas (LIGHTNER,
2005).

A Mionecrose Infecciosa Viral (IMNV) causou um grande impacto na carcinicultura
Brasileira em 2003, gerando perdas econdmicas de aproximadamente 20 milhdes de ddlares
para o setor. A elevada mortalidade frequentemente se da na fase de alto consumo de racao
tendo um forte impacto sobre o fator de conversao alimentar (FCA) e a produtividade anual
do empreendimento, por isso os prejuizos econdmicos sdo significativos devido a perda de
biomassa na fase avangada do cultivo (NUNES; MARTINS; GESTEIRA, 2004).

O IMNV foi relatado pela primeira vez no nordeste do Brasil em uma fazenda de
cultivo de camarao Litopenaeus vannamei no Estado do Piaui, em 2002 e inicialmente foi
denominada Necrose Idiopatica Muscular (NIM). Camardes a partir de 7g apresentavam
perda da transparéncia no musculo abdominal e elevada mortalidade diaria. Os sintomas da
doenca chegaram ao litoral oeste do Ceard, mais especificamente, nos municipios de Chaval,

Camocim e Acarau e logo se disseminaram para o litoral leste do Estado. A sintomatologia do
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virus foi relatada pouco tempo depois nos Estados do Rio Grande do Norte, Paraiba e
Pernambuco que segundo Gesteira (2006) se deu devido a auséncia de barreiras sanitarias da
atividade no Brasil.

Em 2003, altera¢des ambientais foram ocasionadas por um quadro chuvoso acima da
média no litoral da Regido Nordeste onde foi possivel observar além de uma grande
amplitude térmica diaria, uma queda brusca na salinidade (50 a 10 ppt), excesso de particulas
em suspensdo e uma floracao atipica de fitoplancton. Embora o L. vannamei seja uma espécie
resistente as mudangas nos parametros fisico-quimicos, a presenga de contaminantes
ambientais toxicos resultantes da floracdo de cianobactérias pode ter afetado o sistema imune
dos camardes, tornando-os susceptiveis a enfermidades. (LE MOULLAC; HAFFNER, 2000;
NUNES; MARTINS; GESTEIRA, 2004).

Na tentativa de identificar uma possivel causa da doenga, realizou-se uma comparagao
de alguns parametros em comum (tipo da agua do cultivo, fontes de racdo, pds-larvas e
densidade de estocagem do camardo) entre as fazendas afetadas dos estados do Piaui e Ceara,
ndo tendo sido encontrada nenhuma relagao entre estes (NUNES; MARTINS; GESTEIRA,
2004; PEREIRA; MENDES; GESTEIRA, 2008).

A principio o quadro clinico observado foi associado a Doenca do Algodao que ¢
causada por microsporidios, parasitas intracelulares. Esta hipotese foi logo descartada pelos
pesquisadores da Universidade do Arizona (UAZ) que também realizaram analises
moleculares (PCR) para os virus da Mancha Branca (WSSV), Cabe¢a Amarela (YHV),
Sindrome de Taura (TSV), Infec¢do Hipodermal e Necrose Hematopoiética (IHHNV) e para o
Parvovirus Hepatopancreatico (HPV), obtendo resultado positivo somente para o IHHNV, o
qual segundo Lightner et al (1983) causou uma mortalidade superior a 90% na espécie L.
stylirostris em fazendas de cultivo no Hawai em 1981, ja nas espécies P. monodon e L.
vannamei ¢ menos virulento (BELL; LIGHTNER, 1984). Duvidas surgiram, uma vez que a
sintomatologia do IHHNV nao tinha nenhuma associagdo com aquelas observadas nos
camaroes cultivados no nordeste brasileiro.

Subseqiientes analises histopatoldgicas realizadas na UAZ apontaram para a Sindrome
do Musculo Grampado (Cramped Muscle Syndrome — CMS) que apresenta sintomas de
necrose muscular do abdomen e cefalotorax e sua ocorréncia estd relacionada a fatores
ambientais ou nutricionais, como a deficiéncia de vitamina B e desequilibrio na relagao Ca:
Mg da agua (NUNES; MARTINS; GESTEIRA, 2004)

No final de 2003, amostras de agua das regides afetadas foram encaminhadas ao

Laboratorio da Universidade Federal do Rio Grande (FURG) para anélise, sendo verificados
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um excesso de particulas em suspensao e uma floracao atipica da comunidade fitoplanctonica
com alta concentracao de Triconas de Cianobactérias filamentosas pertencentes aos géneros
Pseudanabaena e Limnothrix, variando de 150.000 a 280.000 cel/mL onde os niveis
aceitaveis no cultivo de camarao ¢ no maximo 40.000 cel/mL. A floracao de cianobactérias
gerou uma constante mortalidade em viveiros de P. monodon na Australia (SMITH, 1996). Os
sintomas que os animais apresentavam eram: letargia, queda no consumo alimentar, cauda
esbranquicada, hepatopancreas pequeno e palido, crescimento reduzido e dificuldade de muda
(PEREZ-LINARES et al., 2003). Baseado nestes relatos levantou-se a hipétese de que as
condi¢des observadas nas fazendas do Brasil eram condizentes com os sintomas da Enterite
Hemocitica, enfermidade esta ocasionada por floragao de algas filamentosas.

Em maio de 2003, cortes histologicos da cauda de camardes moribundos foram
analisados pelo Centro de Diagnostico de Enfermidades de Organismos Aquaticos
(CEDECAM / LABOMAR/UFC) que detectou a presenga de esferoides ectopicos do orgdo
linféides (EOL) estruturas caracteristicas de infec¢des virais ou bacterianas. Em junho de
2003, o laboratorio do UAZ ratificou a presenca de EOL e com o objetivo de conhecer o
agente causador da doenca, realizou um bioensaio de infectividade com amostras oriundas do
NE brasileiro. A analise histopatologica do material do experimento confirmou a transmissao
horizontal da patologia e levantou a suspei¢ao de que a doenca poderia ser causada por um
agente viral (NUNES; MARTINS; GESTEIRA, 2004). Ainda em 2003, Graf ef al realizaram
em laboratdrio, um bioensaio que demonstrou que o maior indice de transmissdo do IMNV
ocorria realmente pela ingestdo direta de tecidos contaminados, ratificando o que foi
observado pelos pesquisadores da UAZ.

Em fevereiro de 2004, foi diagnosticado através de microscopia eletronica e andlise
gendmica a origem viral da patologia e a partir dai a doenca recebeu o nome de Mionecrose
Infecciosa Viral- IMNV (LIGHTNER et al, 2004a).

Analises filogenéticas realizadas mostraram similaridades significativas entre a
Polimerase RNA-dependente (RdRp) do IMNV com um virus (Gidrdia lamblia virus - GLV)
pertencente a familia Totiviridae, indicando que o IMNV pode ser o unico membro desta
familia capaz de infectar invertebrados (POULOS et al., 2006).

O virus IMN possui simetria icosahédrica, 40 nm de diametro e tem densidade de
1,366 g/mL em CsCl (Figura 1). E composto de uma tinica molécula de dsRNA com 7.560
pb. Possui dois ORF’s (open reading frame), onde a ORF extremidade 5’ (ORF 1, nt 136-
4953) codifica as proteinas do capsidio e a RNA- binding, enquanto que o ORF da
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extremidade 3’ (ORF 2, nt 5241-7451) apresenta genes para a codificagdo da RNA polimerase
RNA-dependente (RdRp) (LIGHTNER et al, 2004; POULOS et al, 2006).

Figura 1 — Eletromicrografia do virus IMN, 100nm
Fonte: (POULOS et al, 20006).

O IMNV se caracteriza por causar necrose nos musculos estriados do abddémen, a qual
se manifesta através da perda da transparéncia da cauda, que se torna opaca, podendo iniciar
no quinto ou sexto segmento abdominal, ou nas areas laterais e distais da cauda, préximo aos

pledpodos - Figura 2.

Figura 2 - Camardo L. vannamei apresentando opacidade
no segmento abdominal caracterizando a fase inicial do
IMNV. Fonte: Diego Apolinario (CEDECAM/LABOMAR).

Na fase aguda o IMNV apresenta necrose de coagulagdo com alguns edemas entre as

fibras musculares (Figura 3). J4 na fase cronica da doenga apresenta necrose de coagulacao e
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liquefagdo (Figura 4), neste estagio os musculos e os apéndices afetados exibem uma
coloragdo avermelhada — (Figura 5) (LIGHTNER et al 2004a; 2004b; NUNES; MARTINS;
GESTEIRA, 2004).

N

Figura 3 - Tecido muscular com infiltragdo hemocitica e
necrose de coagulagdo nas fibras  musculares
caracteristicas da fase aguda do IMNV. H&E.

Fonte: Feij6 R.G. (CEDECAM/LABOMAR). Escala
50pm.

- - - =

Figura 4 - Tecido muscular da espécie L. vannamei com
necroses de liquefagdo acompanhada de grande infiltragdo
de hemocitos e fibrose (fase cronica). H&E. Fonte: Feijo
R. G. (CEDECAM/LABOMAR). Escala 50pum.
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Figura 5 - Camardo L. vannamei com musculos e
apéndices exibindo uma coloragdo avermelhada,
caracterizando a fase cronica da enfermidade.

Fonte: Pereira, A (EMBRAPA-PI).

13

A progressao da mionecrose infecciosa ¢ acompanhada de infiltragdo hemocitica,

fibroses, formagdo de esferidides do orgdo linféide (EOL), especialmente no coragdo e

proximo aos tibulos da glandula antenal (ANDRADE; REDMAN; LIGHTNER, 2008;

PEREIRA, MENDES; GESTEIRA, 2008; LIGHTNER ef a/ 2004) — Figuras 6.

Figura 6 - Esferoides ectopicos do orgdo linfoide em
camardo L. vannamei. H&E. Fonte: Rubens Galdino.
(CEDECAM/LABOMAR). Escala 50um.
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Os camardes podem exibir redu¢do ou suspensao no consumo alimentar, perda do
volume do hepatopancreas, auséncia ou reducao de lipideos, dificuldade no endurecimento do
exoesqueleto e natagdo erratica. Os individuos enfermos apresentam-se debilitados e
grampando facilmente em sua captura e manuseio (NUNES; MARTINS; GESTEIRA, 2004).

Até o momento pouco se sabe sobre a distribui¢do geografica do IMNV. No inicio de
2006, foi relatada uma grande mortalidade no cultivo do camardo L. vannamei na Indonésia,
onde os individuos apresentavam sintomatologia similar a relatada no Brasil, tendo sido
levantada a hipotese da entrada de reprodutores sem fiscalizagdo e transferéncia de estoques
cultivados (SENAPIN et al., 2007). Posteriormente, também foi registrado em Hainan na
China (ANDRADE; REDMAN; LIGHTNER, 2008).

Os métodos de diagnodsticos utilizados para a detecgao do IMNV sdo: Hibridizagao “In
Situ”, Trancri¢do reversa do RNA total seguida de reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR),
PCR em Tempo Real , Loop-mediated Isotermal Amplification (LAMP) e Histopatolgia
(TANG et al., 2005; ANDRADE et al., 2007, ANDRADE; REDMAN; LIGHTNER, 2008;
PUTHAWIBOOL et al, 2009; PINHEIRO et al., 2007)

2.4 Sistema Imunologico do Camarao

Ha um grande interesse no conhecimento dos mecanismos de defesa do sistema imune
dos crustaceos, com o intuito de reduzir o efeito do patdégeno no hospedeiro, aumentando o
controle e a prevencao de doencas (LIGHTNER,1992).

O sistema imunologico tem como fungdo primordial destruir os agentes patogénicos
invasores.

Os invertebrados sdao dotados somente de um sistema de defesa primitivo denominado de
sistema imune inato ou natural. Ja os vertebrados além do sistema inato possuem um sistema
imune adaptativo ou adquirido que ¢ mais recente, altamente complexo e eficiente, dispondo
de uma linhagem de células linfociticas de extrema importancia para os mecanismos de
especificidade e memoria imunologica. A auséncia de células linfoticas nos invertebrados
inviabiliza qualquer tentativa de desenvolvimento de vacinas, diminuindo assim de forma
substancial, a possibilidade de se prevenir e controlar infec¢des em crustaceos (BARRACO;

PERAZZOLO; ROSA, 2008).



SILVA, A. C. G. Susceptibilidade do Camardo Rosa Farfantepenaeus subtilis... 15

O sistema imune dos crustaceos ¢ constituido principalmente pela hemolinfa, isso se
deve ao fato dela ser altamente fluida e também por ser capaz de atingir diretamente todos os
tecidos dos crustaceos. E composta por células circulantes ou hemdcitos, proteinas
plasmaticas e reagdes integradas em sistemas multiméricos que englobam ambos os tipos de
componentes, celulares e humorais. Portanto, o mecanismo de coagulacdo da hemolinfa ¢
essencial para a resposta imune dos camardes, pois ¢ um dos fatores essenciais que ira sugerir
a possibilidade da presenga ou nao de patogenos IWANAGA; LEE, 2005);

O tecido hematopoiético produz e libera na circulagdo os hemocitos dos crustaceos,
apresenta uma alta proliferagdo celular sendo ainda responsavel pela diferenciagdo e a
maturacao dos hemocitos que serdo liberados na hemolinfa (VAN DE BRAAK et al., 2002a).
Existe uma falta de uniformidade na identificagdo dos hemdcitos principalmente pelo fato
dessas células serem muito labeis e reativas, alterando rapidamente suas caracteristicas
morfofisiologicas in vitro, tornando seu estudo ainda mais dificil do que os dos leucdcitos dos
vertebrados. A ativacao dos hemdcitos dos crustidceos resulta geralmente em seu espraiamento
e degranulagdo, havendo a liberacdo de uma grande variedade de efetores imunoldgicos para
o plasma. Nos ultimos anos houve um grande progresso no estudo destas células, devido ao
desenvolvimento de varias solu¢des anticoagulantes especificas, além de meios capazes de
estabilizar adequadamente os hemocitos in vitro (BACHERE, 2000).

A Contagem Total de Hemocitos (CTH) flutuantes varia em resposta ao estresse
ambiental, atividade endocrina, durante o ciclo de muda e infecgdo (JOHANSSON, 2000;
JIRAVANICHPAISAL; LEE; SODRHALL, 2006). Um forte declinio no numero de
hemocitos circulantes foi observado em camardes L. vannamei infectados com os virus WSS
e IHHN (YEH et al, 2009); também foi relatada uma diminui¢do na CTH apos outras
infecgoes virais (HENNIG et al,1998). A diminuicdo da circulagdo dos hemocitos nos
camardes infectados poderd ser resultado da sua migracdo para os tecidos, onde muitas
particulas virais estao presentes (VAN DE BRAAK et al., 2002a).

Sdo descritos atualmente trés tipos de hemocitos para os crustaceos: hemocitos
hialinos (HH), hemocitos semi-granulares ou com granulos pequenos (HGP) e hemdcitos
granulares ou com granulos grandes (HGG) (MAGGIONI, 2002; LE MOULLAC;
HAFFNER, 2000; SRITUNYALUCKSANA; SODERHALL, 2000). De maneira geral, os
HH dos crustaceos sdo usualmente descritos como os menores hemocitos, com uma alta
relagdo nucleo-citoplasma contendo nenhum a poucos granulos. J& os hemocitos granulares
(HGP e HGG) sao descritos como células de citoplasma mais abundante e muito rico em

granulos de diversos tamanhos e conteudos. Os HGP seriam formas intermedidrias que
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amadureceriam e transformar-se-iam em HGG. De acordo com alguns autores, os HH
pertenceriam a uma linhagem celular distinta dos hemocitos granulares e estariam
essencialmente relacionados aos mecanismos de coagulagdo. J4 os hemocitos granulares
estariam principalmente envolvidos na fagocitose de microrganismos, na formagao de nédulos
e capsulas e na producdo de moléculas toxicas e microbicidas capazes de lisar e/ou degradar
os patdgenos invasores. (BARRACO; PERAZZOLO; ROSA, 2008).

Os principais sistemas de defesa atualmente reconhecidos nos crustaceos sdo: (1)
coagulacdo da hemolinfa; (2) melanizacdo mediada pelo sistema profenoloxidase; (3)
reconhecimento e aglutinacdo celular mediada por lectinas; (4) sistemas antibacterianos,
antifngicos e antivirais mediados por peptideos, RNA de interferéncia e por proteinas de
reconhecimento padrao; (5) producdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio; e (6)
sistema fagocitico e de encapsulamento IWANAGA; LEE, 2005).

A fagocitose ¢ a primeira linha de defesa contra a invasdao de microrganismos. Um
processo onde o agente estranho ¢ englobado, interiorizado e destruido intracelularmente
pelos hemdcitos através de mecanismos degradativos e microbicidas. Em crustaceos existem
controvérsias sobre quais tipos de hemocitos participam do processo fagocitico
(BARRACCO, 2004).

Quando a cavidade corpodrea do crustaceo ¢ invadida por uma quantidade macica de
microrganismos, desencadeia-se o processo de formacdo de nddulos. Esta reacdo se
caracteriza basicamente por uma agregacdo dos microrganismos junto ao local da infeccdo e
seu aprisionamento dentro de varias camadas de hemocitos, com a finalidade de impedir sua
disseminagdo dentro da cavidade corporea. Nas regides mais centrais dos ndédulos, observam-
se geralmente sinais de fagocitose e de necrose celular (BAUCHAU, 1981; SODERHALL;
CERENIUS, 1992).

O sistema de defesa melhor conhecido em crustaceos € o sistema profenoloxidase ou
sistema proPO. E um sistema ativado durante as reagdes imuno- celulares, como a formagcio
de nddulos e capsulas hemociticas que sdo frequentemente acompanhadas por uma reacao de
melanizag¢do na regido proxima aos patégenos aprisionados. A enzima que produz a melanina
¢ a fenoloxidase (PO) que se encontra sob a forma inativa ou pro-fenoloxidase (proPO) nos
granulos dos hemocitos dos crustdceos. Durante a cicatrizagdo de ferimentos ocorre a
coagulacdo da hemolinfa e a migracdo dos hemocitos ao local permitindo a formacao de um

tampao celular até que uma nova cuticula seja reconstituida (LE MOULLAC ef al, 1998).
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Portanto, o conhecimento do sistema imunoldgico dos crustdceos pode ser um
importante subsidio para o desenvolvimento de técnicas de diagnostico de diferentes

patologias.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta e Identificacio da Espécie

Os camardes foram coletados durante a maré baixa por rede de arrasto no Estuario do
Rio Pacoti (Figuras 7 e 8) um dos mais importantes recursos hidricos do Ceara, localizado na
costa leste do Estado sendo um dos maiores cursos d’agua que atravessa a Regido

Metropolitana de Fortaleza — RMF (QUEIROZ, 2005).
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Figura 7 — Localizagdo geografica do ponto de coleta dos camardes F. subtilis.
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Figura 8 — Ponto de coleta dos camardes F. subtilis
no Estuario do Rio Pacoti.

Em seguida, os animais foram colocados em bambonas de 50L contendo dgua do local
de coleta com oxigenagdo constante e transportados até o Instituto de Ciéncia do Mar. Em
laboratoério, os individuos foram estocados em 4 tanques de fibra de vidro de 500L, contendo
agua do mar previamente clorada, com oxigénio dissolvido 6.0 = 1.0 mg/L, salinidade 30 & 2
ups (unidades praticas de salinidade), pH 8.0 + 0.4 e temperatura 27 + 2°C.

Durante a semana de aclimatacdo os camardes foram alimentados com ragao
peletizada duas vezes ao dia. Em seguida foram triados por espécie e tamanho, somente
selecionando camardes da espécie Farfantepenaeus subtilis com peso de 1,0 a 3,0 g, onde
foram diferenciados utilizando esterioscopio Leica 2000 segundo a metodologia proposta por
Pérez-Farfante e Kensley (1997), tomando como base a cor, exoesqueleto contendo
cromat6foros em toda sua extensdo, rostro apresentando espinhos dorsais e ventrais, sulcos
adrostrais largos na parte mediana da carapaga estreitando-se a medida que se aproxima da

margem posterior (Figura 9).
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Figura 9: Foto da espécie Farfantepenaeus subtilis.

3.2 Obtencao do Musculo para Alimentagio no Bioensaio.

As amostras de camardo L. vannamei contaminados pelo virus IMN usadas no desafio
foram provenientes de uma fazenda de carcinicultura. Os animais apresentavam
caracteristicas compativeis com a sintomatologia do IMNV e apds a analise utilizando a
técnica de PCR mostram-se positivos ao virus investigando. As amostras de musculo de L.
vannamei ndo reagentes ao IMNV apos teste de RT-PCR foram adquiridas em outra fazenda

do litoral noroeste do Estado do Ceara.

3.3 Infec¢cdo Experimental

Apos a identificagdo, 200 camardes foram colocados individualmente em tanques de
plastico retangulares contendo 4L de agua do mar previamente clorada, filtrada com
salinidade de 30 ups, pH 7.8 £+ 0.5, temperatura 27.0 + 2.0 °C, oxigénio dissolvido 6.0 + 0.2

mg/L, sistema de filtragem e aeracdo constante (Figura 10).
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Figura 10 — Visdo da sala de Bioensaio utilizada
durante o desafio.

Os tanques foram arranjados em seis estantes de plastico e divididos em dois grupos:
100 animais para o desafio viral e 100 para o grupo controle. Os animais foram alimentados
duas vezes ao dia com ragdo comercial. Antes da exposi¢do ao virus, amostras de branquias
de cada camardo foram coletadas para andlise de deteccio por RT/PCR utilizando
metodologia do Kit IQ2000 para certificagdo de que os animais estavam livres do virus IMN.
O experimento teve duracdo de 30 dias. A exposi¢do ao virus, durante trés dias, foi feita
através da oferta “per os” de musculo de L. vannamei contaminado com IMNV, uma vez ao
dia, na propor¢cdo de 3,5% do peso corporal de cada individuo, em substituicio aos
arragoamentos para assegurar o consumo de todo alimento ofertado. O grupo controle foi
alimentado na mesma propor¢do com musculo de camardo L. vannamei livre do virus IMN.
Ap6s o periodo de desafio, todos os camardes foram alimentados duas vezes ao dia, com a
mesma ragdo comercial inicialmente usada. Diariamente, os animais foram cuidadosamente
monitorados para registro de ocorréncia de muda, mortalidade, alteragdes macroscopicas
como a opacidade da musculatura abdominal caracteristica da infeccdo por IMNV. Além
disto, foram aferidos salinidade, temperatura e oxigénio de cada tanque. No decorrer de 30
dias foram realizadas coletas aleatorias de 40 animais, 20 camar6es do controle e 20 camaroes
dos desafiados, a cada cinco dias (5% 10° 15° 20° e 30°). Durante cada coleta, foram
extraidas hemolinfa para contagem total de hemdcitos (Figura 11) e branquias para andlise de
RT/PCR (Figura 12). A seguir, cada camarao foi fixado com solu¢do de Davidson, colocado

separadamente em recipientes de pléstico, devidamente etiquetados e contendo o mesmo
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fixador para posterior processamento histologico, segundo metodologia descrita por Lightner
(1996b). Os animais que morreram nos intervalos das coletas, tiveram apenas as branquias

coletadas para analise de RT/ PCR.

Figura 11 - Extra¢io da hemolinfa. Figura 12 - Extragdo das branquias.

3.4 Extracdo de RNA

O RNA total para a deteccdo do IMNV foi extraido com a utilizagdo do kit 1Q2000
(Faming intelligene Tech Corp.), de acordo com protocolo recomendado pelo fabricante. O
RNA extraido foi quantificado utilizando-se absorbancia na faixa de 260nm e o grau de
pureza do RNA total também foi verificado observando a relagdo entre as medidas de

absorbancia (260A/280A).
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3.5 Detec¢iao do IMNYV por Nested RT-PCR

A RT-PCR para detec¢do do IMNV nas amostras foi conduzida de acordo com as
instrucdes do Kit IQ 2000 IMNV Detections and Prevention System (Farming IntelliGene
Tech. Corp.,Taiwan). 10 uL dos produtos de PCR/RT-PCR e seus controles positivos e
negativos foram aplicados em gel de agarose 2%, contendo o tampao TAE 1X (Tris-Acetato-
EDTA) e corado com brometo de etidio. A corrida eletroforética foi realizada em cuba
(Electophoresis Systems FB-SB-1316 FisherBiotech®™) por 60min/ 60 W de corrente continua.
A visualizagdo do gel foi feita em transluminador ultravioleta UV Transluminator

SPECTROLINE" e foto documentado por uma camera Kodak através do software EDAS 290.

3.6 Contagem Total de Hemdcitos

Nas cinco amostragens, a coleta da hemolinfa foi realizada com o auxilio de seringas de
ImL contendo solu¢do tamponada Tris-HCL 1M (Tris-HCI 0,01M; Sacarose 0,25M; Citrato
de Sédio 0,1M; pH 7,6 e formalina a 5%), usada como anticoagulante na proporc¢ao de 1:3. A
hemolinfa foi retirada da regido ventral do hemocelo no inicio do primeiro segmento
abdominal sendo transferida para microtubos ¢ mantida sob refrigeracdo. O procedimento
para a Contagem Total de Hemocitos (CTH) de todos os camardes foi realizada utilizando
camara de Neubauer e analisadas em microscopio de luz (HENNING et al., 1998). A CTH ¢

um procedimento utilizado como um indicador para avaliar a estado de saude dos camardes.

3.7 Analises Histologicas

Os camardes fixados com solucao de Davidson (Bell; Lightner, 1988), por ocasido
das coletas, foram lavados em 4gua corrente, apds 24 horas e em seguida seccionados em trés
partes: cefalotérax (corte longitudinal), terceiro e sexto segmentos abdominais, sendo os

fragmentos colocados em histocassetes submersos em alcool 70%. Posteriormente passaram
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pelos processos histolégicos de rotina compreendendo: desidratagdo em uma série gradativa
de alcool, diafanizacao em xilol, impregnacao em parafina em estufa a 60°C e emblocamento.
Cortes de 4um foram obtidos com o auxilio de um micrétomo LEICA e em seguida corados
pelo método de Hematoxilina e Eosina (JUNQUEIRA e JUNQUEIRA, 1983). As laminas
foram analisadas em microscopio de luz de acordo com classificacdo descrita por Pereira,
Mendes e Gesteira (2008) que se baseiam nos sinais clinicos da infeccao (Tabela I); e

fotodocumentadas por uma camera Canon através do software (ZoomBrowser EXeCANON).

Tabela I — Classificacdo dos sinais clinicos da Mionecrose Infecciosa.

CLASSIFICACAO SINAIS CLINICOS

Leve Pequenos focos de opacidade muscular nos ultimos segmentos
abdominais e uma leve infiltracdo de hemocitos.

Aguda Necrose muscular de coagulagdo nas fibras musculares com

presenga de edemas. Observacdo de esferdides ectdpicos do
orgdo linféide -EOL.

Cronica Necroses de liquefagdo acompanhadas de grandes infiltracdes de
hemocitos e fibrose. Presenca de esferdides do 6rgao
Linfoide — LOS.

3.8. Analise Estatistica

Para analise estatistica da CTH foi aplicado o teste t de Student que ¢ o mais usado na
comparacdo de duas amostras independentes para inferir se existe diferenga entre as
populacdes amostrais. Foi feita uma comparacdo entre a CTH de todos os camardes

amostrados tanto do grupo controle como do grupo desafiado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros fisico-quimicos dos tanques foram devidamente monitorados,
mantendo-se uma salinidade de 30 ups, pH 7.8 £ 0.5, temperatura 27.0 = 2.0 °C, oxigénio
dissolvido 6.4 + 0.2 mg/L, garantindo uma situacdo de conforto para os organismos
confinados. De acordo com Vinatea (2004) se o ambiente estiver sendo deteriorado e o cultivo
nao for bem manejado, o sistema torna-se desconfortavel, aumentando gradativamente o nivel
de estresse dos organismos e, consequentemente, diminuindo a produgao.

A baixa qualidade da 4gua e do solo nos viveiros pode estressar os peixes € camaroes,
causando perda de apetite, crescimento lento, maior susceptibilidade a doencas, parasitoses e
conseqiientemente, aumentando a mortalidade (BOYD, 1997).

Nos ultimos anos o interesse cientifico sobre a investigacdo e a identificagdo do
comportamento das espécies aquaticas frente a agentes infecciosos, tem aumentado. Uma
doenca pode ser considerada como resultado final de uma interacdo complexa do animal ou
hospedeiro com o seu ambiente e o patégeno propriamente dito (SNIESZKO, 1973).

O desafio de susceptibilidade em camardes juvenis da espécie nativa F. subtilis ao
virus IMN via “per os” durante 30 dias resultou em uma baixa mortalidade, sugerindo que
esse virus ndo causa infecgdo letal a espécie investigada (Tabela II).

Graf et al (2003) submeteram a espécie L. vannamei a um bioensaio no qual testaram
a transmissibilidade do virus IMN, utilizando os seguintes métodos de infec¢do: ingestao de
tecido contaminado via “per 0s”; através de dgua inoculada com extrato contaminado; através
da ingestdo de fezes de aves alimentados com camardes contaminados; transmissao horizontal
através de efluentes de populagdes de camardes contaminados e infecgdo através da ingestao
de biomassa de artémia adulta viva e alimentada com emulsdo de camardes contaminados. Ao
final foi constatado que a maior transmissibilidade ocorreu via “per os” causando uma
mortalidade de 34,7% sendo muito superior a segunda maior mortalidade (18,7%.) de
individuos acondicionados em tanques contendo dgua inoculada com extrato contaminado.

Sinais clinicos da infec¢ao pelo IMNV, como perda da transparéncia do musculo dos
ultimos segmentos abdominais, que posteriormente podem apresentar uma coloracao
avermelhada como descrito por Nunes, Martins e Gesteira (2004) ndo foram detectados na
espécie desafiada. Poulos et a/ (2006) realizaram estudos com camardes SPF da espécie L.
vannamei injetando particulas virais de extrato purificado do IMN, tendo verificado sinais

clinicos como opacidade no musculo esquelético, cinco dias apos a infeccdo. Provavelmente,
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a diferencga entre os dois resultados deve-se em parte a diferenca das cargas virais empregadas

nos dois testes e a resposta de cada espécie a exposicao a um determinado agente etiologico.

Tabela II - Numero de camardes da espécie F. subtilis reagentes para IMNV.

Periodo amostral N° Ind. Mortalidade Quantidade de +IMNV
. (mortos/amostrados)
animais amostrados*

0 dia 100 - - 0
(-7-)

5° dia 80 2 18 2
/1

10° dia 60 2 18 1
(1/0)

15° dia 40 0 20 2
(0/2)

20° dia 20 1 19 1
/1)

30° dia 0 0 20 4
(0/4)

Total 5 95 10
2/8)

* Foram coletados 20 camardes por amostragem incluindo os que morreram durante o periodo
experimental.
+ IMNV: Reagentes pela técnica de PCR.

Os achados histologicos na espécie nativa F.subtilis desafiados com o IMNV
mostraram que em 10% dos individuos foi observada baixa infiltracdo hemocitica nos
musculos do cefalotorax, pledpodos e abdomen dos camardes 1; 4; 5; 6; 7; 8; 9; 10 e uma leve
coagulacdo e presenca de hemolinfa entre as fibras musculares dos camardes 8; 9; 10,
caracterizando uma infecc¢ao leve. Comparando com o tecido muscular normal que apresenta
feixes de fibras com células longas, cilindricas e multinucleadas podemos observar a
destrui¢do das fibras musculares dos camardes 05 e 08. (Figura 12, 13 e 14). Em um ensaio
com o L. vannamei utilizando as técnicas de histopatologia e ISH Andrade et al 2007
observaram severos danos causados pelo IMNV nos musculos estriados do cefalotérax,

pledpodos, peredpodos e abdomen, apos 44 dias.
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Nao foi evidenciada a presenga de necrose muscular de coagulagdo ou necrose de
liquefagdo com grande infiltragdo de hemocitos, nem a presenca de esferdides do orgao
linféide bem como o LOS ectdpico que geralmente ocorrem em camardes que se encontram
em estagios mais avancados do virus IMN (TANG et al, 2005; LIGHTNER et al, 2004b;
MARTINS; GESTEIRA; VIEIRA, 2004).

Figura 13 - Aspectos histologicos de camardo F.
subtilis apresentando musculo saudavel. Escala
50 pm.
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Figura 14 - Aspectos histologicos do camardo 05 Figura 15 - Presenca de hemolinfa entre as fibras
F. subtilis desafiado apresentando uma baixa musculares do camardo 8 da espécie F. subtilis do
infiltragdo hemocitica e uma leve coagulagéo. grupo desafiado. Escala 50 pm.

Escala 50 ym

A RT-PCR resultou na detec¢do de amplicons compativeis com o controle positivo

(284 pb) para a detecgdo de fragmentos genéticos do Virus da Mionecrose Infecciosa. Esta
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analise molecular mostrou que dos 100 animais desafiados apenas dez (10 %) se mostraram
susceptiveis a infec¢cdo. Os animais do grupo controle também foram submetidos a andlises de
RT-PCR usando a mesma metodologia do Kit 1Q2000 e todas as amostras foram negativas
para o virus IMN. Das dez amostras reagentes ao IMNV duas foram coletadas no 5° dia, uma
no 10° dia, duas no 15° dia, uma no 20° dia e quatro no 30° de exposi¢do. Quando da
realizagao das analises histoldgicas os camardes 1; 4; 5; 6; 7; 8; 9; 10 apresentaram alteragdes
teciduais compativeis com a enfermidade investigada. Durante a infeccdo experimental,
apenas cinco camardes morreram e destes apenas dois foram reagentes para o IMNV sendo
um no 5° outro no 10° dia que correspondem as amostras das trilhas 2 e 3 (Figura 15 e Tabela

).

HSSENSEN-CP. CP M

284pb . &

Figura 16- As trilhas 1, 2 representam detec¢cdo do IMNV no 5° dia
apos desafio. A banda 3 representa detecg¢do no 10° dia pds desafio,
as bandas 4 ¢ 5 detecgdo do virus no 15° dia apds desafio, a banda
6 detecgdo do virus no 20° e as bandas 7, 8, 9 e 10 reagentes no 30°
dia de desafio. CN= Controle Negativo, CP= Controle Positivo e M
= marcador de peso molecular: 848pb; 630pb e 333pb.

A espécie L. vannamei mostrou ter uma maior mortalidade proximo ao final do ciclo
de cultivo quando infectados com IMNV (NUNES; MARTINS; GESTEIRA, 2004), pois, o
tempo que o virus IMN leva para causar mortalidade ¢ relativamente longo, o tecido muscular
que ¢ o principal alvo da infecgdo ¢é resistente, podendo suportar mais danos do que 6rgaos
vitais como, por exemplo, o hepatopancreas (Tang et al, 2005).

Estudos anteriores utilizando a ferramenta de hibridizagao in situ através de bioensaios
demonstraram que as espécies de camardes: L vanannei, L. stylirostris e P. monodon sao

N .

suscetiveis a infeccdo pelo IMNV, contudo foi constatado que o virus IMN ndo ¢
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particularmente virulento, quando comparado a outros virus como TSV, YHV e WSSV (Tang
et al., 2005).

De acordo com o teste t de Student para dados independentes, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa (p> 0,05) entre a Contagem Total de Hemocitos (CTH) do grupo
desafiado e grupo controle nas coletas do 5°, 10°, 15° e 20° dia. Na coleta do 30° dia os dois
grupos apresentaram resultados estatisticamente diferentes e dos 20 camardes que foram
amostrados nesta coleta, 4 se apresentaram reagentes as andlises de PCR e nas analises
histologicas foi possivel observar hemolinfa e hemocitos entre as fibras musculares dos
camaroes ( 8; 9; 10). Este processo pode ser resultante da reagdo do sistema imune a agao
viral no organismo do camarao, diminuindo o nimero de hemocitos em circulagdo, uma vez

que estas células sdo mobilizadas para os sitios de infec¢ao (Figura 16).

Infecgao via oral X Controle
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Dias

® CONTROLE DESAFIO

Figura 17 — Valores da Contagem total de hemocitos dos camardes desafiados via oral e do
grupo controlem diferentes dias de exposi¢do do IMNV, mostrando uma diferenca significativa
no 30° dia (p< 0,005).

A CTH mostrou-se variavel dentro do grupo de camardes desafiados ao longo do
experimento. Esta variagdo ¢ um fendmeno bastante conhecido em crustidceos incluindo
camardes, onde a CTH pode mudar influenciada por diversos fatores, como diferentes estados
fisioloégicos (LE MOULLAC et al., 1997; MAGGIONI et al., 2004) ou alteracdes ambientais
(LE MOULLAC e HAFFNER, 2000; PERAZZOLO et al., 2002). Redugdes na CTH foram

relatadas em camardes L. vannamei infectados por TSV e em P. monodon e P. indicus
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infectados pelo WSSV (SONG et al., 2003; VAN DE BRAAK et al., 2002b;
YOGANANDHAN et al., 2003).

Diversos fatores podem causar uma redu¢do do numero de hemdcitos, como
infiltragdo hemocitica nos tecidos infectados, baixa substituicdo celular hematopoiética ou a
morte hemocitica por apoptose. Com efeito, reacdes inflamatorias com grande infiltracao de
hemocitos foram relatadas em camardo fortemente infectados pelo IMNV, especialmente nos
musculos estriados do abdomen (TANG et al., 2005; POULOS et al., 2006, ANDRADE et
al., 2008).

Estudos realizados com camardes L. vannamei infectados com o virus IMN
observando alteragdes em varios parametros imunologicos, demonstraram mudangas
significativas na contagem total de hemocitos em individuos no estagio avancados da infec¢ao

com redu¢ao hemocitica de 30% (COSTA et al., 2009).
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5. CONCLUSAO

1 - O estudo demonstrou que a espécie nativa Farfantepenaeus subtilis, que habita a
costa brasileira capturada no Estudrio do Rio Pacoti, Estado do Ceara ¢ susceptivel ao virus
IMN.

2 - A manifestagdo do virus IMNV mostrou menor mortalidade e impacto na espécie
nativa do que na espécie L vanannei, sugerindo que a espécie Farfantepenaeus subtilis
representa uma possivel alternativa para ampliar o numero de espécies cultivadas,

contribuindo para a sustentabilidade do setor produtivo.
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