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RESUMO 

 

A carcinicultura é um dos setores da aquicultura que mais tem crescido nos últimos anos, com 

notável destaque para a espécie Penaeus vannamei. Contudo, o cultivo de camarões é ameaçado 

por doenças das mais diversas origens, incluindo as virais, como é o caso da mionecrose 

infecciosa (IMN), que afeta a carcinicultura brasileira desde o início dos anos 2000. Muitos 

pesquisadores, observando as necessidades do setor, propõem estudos sobre a imunologia dos 

animais, a fim de compreender melhor os mecanismos de resposta do organismo frente a 

situações de estresse imunológico. Nesse contexto, podemos destacar as lectinas, proteínas com 

afinidade por carboidratos e glicoproteínas. Devido suas características estruturais, as lectinas 

são capazes de reconhecer patógenos específicos por meio da interação com padrões 

moleculares, atuando em diferentes vias de reconhecimento e sinalização para a eliminação de 

microrganismos. O presente trabalho se propôs, primordialmente, a avaliar a expressão gênica 

diferencial de cinco lectinas imunológicas (LvLdlrCTL, LvCTL4, LvCTL5, LvAV e LvCTLU) 

em camarões P. vannamei infectados experimentalmente com o vírus da mionecrose infecciosa 

(IMNV), a fim de entender melhor o funcionamento do sistema imune dos camarões e o papel 

das lectinas nesse processo. O experimento desenvolvido avaliou a expressão diferencial entre 

camarões infectados e não infectados por IMNV (50 µL, 104 cópias de IMNV/µL), utilizando 

amostras do hepatopâncreas, brânquias, intestino e hemolinfa. Os animais foram coletados em 

intervalos de 0, 4, 8, 12, 24, 48, 72 e 96 horas pós injeção (hpi), a fim de avaliar a expressão ao 

longo do tempo em diferentes tecidos, usando os genes β-actina e EF-1α como normalizadores. 

Aliados a isto, foram empregadas técnicas bioinformáticas para caracterizar e elucidar 

prováveis aspectos estruturais e bioquímicos relacionados às atividades imunológicas; e a 

contagem total de hemócitos, para relacionar a ação das lectinas com possíveis efeitos celulares. 

Foi observado que cada lectina apresenta um perfil único de expressão, sendo também diferente 

para cada tecido analisado. Hepatopâncreas e brânquias foram considerados os melhores 

tecidos para avaliar a expressão diferencial de lectinas imunológicas, sendo LvLdlrCTL e 

LvCTL5 as lectinas com os resultados mais significativos. A LvLdlrCTL teve sua expressão 

regulada positivamente em torno de 28 vezes, o que, de acordo com seus aspectos estruturais, 

deve-se possivelmente a presença de um domínio receptor de lipoproteínas de baixa densidade 

e a abundância de modificações pós-traducionais envolvidas nesse processo. Já LvCTL5 

apresentou sobreposição de picos de expressão junto a maioria das demais lectinas analisadas, 

bem como na contagem total de hemócitos em camarões infectados, levando a crer que a mesma 

possui ação recrutadora de hemócitos e atividade imunorreguladora em cascatas imunológicas. 



 

Dito isso, concluímos que as lectinas imunológicas do P. vannamei atuam durante infecções 

pelo IMNV, principalmente LvLdlrCTL e LvCTL5, tendo sua expressão regulada 

especialmente no hepatopâncreas e nas brânquias. Os dados sugerem ainda que essas lectinas 

atuam em vias de imunorregulação e recrutamento de hemócitos; e que, provavelmente, os 

aspectos estruturais da LvLdlrCTL favorecem sua ação imunológica. 

 

Palavras-chave: carcinicultura; imunidade inata; virose; imunorregulação. 



 

ABSTRACT 

 

Shrimp farming is one of the sectors of aquaculture that has grown the most in recent years, 

with notable focus on the species Penaeus vannamei. However, shrimp farming is impacted by 

diseases of the most diverse etiologies, including viral pathogens, as is the case of infectious 

myonecrosis (IMN), which has affected Brazilian shrimp farming since the early 2000s. Many 

researchers, observing the needs of shrimp farming, propose studies on the immunology of 

animals, in order to better undestand the mechanisms of the organism’s response to situations 

of immunological stress. In this context, we can highlight lectins, proteins with affinity for 

carbohydrates and glycoproteins. Due to their structural characteristics, lectins are capable of 

recognizing specific pathogens through interaction with molecular patterns, acting in different 

recognition and signaling pathways for the elimination of microorganisms. The present work 

aimed, primarly, to evaluate the differential gene expression of five immunological lectins 

(LvLdlrCTL, LvCTL4, LvCTL5, LvAV and LvCTLU) in P. vannamei shrimp experimentally 

infected with the infectious myonecrosis virus (IMNV), in order to understand the functioning 

of the shrimp’s immune system and the role of lectins in this process. The developed experiment 

evaluated the differential expression between shrimp infected and not infected by IMNV (50 

µL, 104 copies of IMNV/µL), using samples from the hepatopancreas, gills, intestine and 

hemolymph. The animals were sampled at intervals of 0, 4, 8, 12, 24, 48, 72 and 96 hours post 

injection (hpi), in order to evaluate the differential expression along time in different tissues, 

using the β-actin and EF-1α genes as normalizers. Added to this, we employed bioinformatics 

analysis to characterize and elucidate probable structural and biochemical aspects related to 

immunological activities; and the total hemocytes count, to relate the action of lectins with 

possible cellular effects. It was observed that each lectin has a unique expression profile, which 

is also different for each analyzed tissue. Hepatopancreas and gills were considered the best 

tissues to evaluate the differential expression of immunological lectins, with LvLdlrCTL and 

LvCTL5 being the lectins with the most significatn results. LvLdlrCTL had its expression up-

regulated around 28 times and possibly the presence of low-density lipoprotein receptor domain 

and the abundance of post-translational modifications are involved in this process. LvCTL5, on 

the other hand, showed overlapping expression peaks with most of the other lectins analyzed, 

as well as in the belief that it has hemocytes recruiting action and immunoregulatory activity in 

immunological cascades. To, we conclude that the immunological lectins in P. vannamei act 

during IMNV infections, mainly LvLdlrCTL and LvCTL5, having their expression. regulated 

especially in the hepatopancreas and gills. The results also suggest that these lectins act in 



 

immunoregulation and hemocytes recruitment pathways; and, probably, the structural aspects 

of LvLdlrCTL favor its immunological action. 

 

Keywords: shrimp farming; innate immunity; viruses; immunoregulation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A carcinicultura é a atividade que mais tem contribuído para o desenvolvimento da 

aquicultura mundial nos últimos anos (FAO, 2022). Por definição, essa cultura se destina à 

criação de crustáceos e, no Brasil, tem sua maior expressividade com o cultivo do camarão 

marinho Penaeus vannamei, espécie que reúne diversos atributos de interesse zootécnico, como 

rusticidade, conversão alimentar satisfatória e boa adaptação a dietas artificiais (ABCC, 2001, 

2017; GAA, 2019). 

Apesar das boas perspectivas para o aprimoramento da carcinicultura no Brasil e 

no mundo, sua expansão é seriamente ameaçada por enfermidades que se instalam nos cultivos, 

especialmente as enfermidades de etiologia viral (ASCHE et al., 2020; FLEGEL, 2019). A 

Organização Mundial para a Saúde Animal (WOAH, do inglês World Organisation for Animal 

Health) considera algumas patologias como de notificação obrigatória, pelo seu potencial em 

prejudicar economicamente grandes culturas, como é o caso da mionecrose infecciosa (IMN) 

(WOAH, 2022a).  

A IMN foi originalmente descoberta em surtos ao camarão cultivado P. vannamei 

no nordeste do Brasil (POULOS et al., 2006) e caracteriza-se pela necrose do músculo estriado, 

opacidade dos segmentos abdominais, redução no consumo alimentar, nado desorientado, 

amolecimento do exoesqueleto e, por fim, mortalidade em massa dos indivíduos (NUNES; 

MARTINS; GESTEIRA, 2004; SUNARTO; NAIM, 2016). Atualmente, o vírus da mionecrose 

infecciosa (IMNV), agente causador da IMN, é oficialmente registrado e considerado endêmico 

no Brasil e na Indonésia (PRASAD et al., 2017). 

O IMNV caracteriza-se por ser um vírus não envelopado, de formato icosaédrico e 

de aproximadamente 40 nm de diâmetro (POULOS et al., 2006; TANG et al., 2008). Até o 

presente momento, apenas nove sequências referentes ao genoma completo do IMNV foram 

depositadas no Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), apresentando 

aproximadamente 8,2 kbp (ANDRADE et al., 2022; MAI et al., 2019) que são divididos em 

dois quadros de leitura aberta (Open Reading Frame, ORF) sobrepostos entre si (DANTAS et 

al., 2015). O alinhamento de sua região mais conservada, a ORF2, tem incluído o IMNV como 

membro da família Totiviridae (LIMA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2014). 

Em parte, a alta sensibilidade dos camarões aos agentes virais deve-se ao fato de o 

seu sistema imunológico ser mais simples que o dos vertebrados superiores, contando apenas 

com as respostas de origem inata (FLEGEL, 2020; ROY et al., 2020). Em decorrência da 

ausência de um sistema imune adaptativo (ou adquirido), os camarões não possuem anticorpos 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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e, consequentemente, também não possuem memória imunológica (KULKARNI et al., 2021; 

LOW; CHONG, 2020). As respostas inatas, com as quais o P. vannamei conta, são divididas 

em dois grandes grupos que, embora atuem de forma intimamente integrada, possuem vias de 

ativação e ação distintas: as respostas humorais e as de natureza celular (AWEYA et al., 2021; 

GIANAZZA et al., 2021; LIU et al., 2020). 

A porção celular das respostas inatas do P. vannamei se baseia na produção e no 

recrutamento de hemócitos, células imunocompetentes presentes na maioria dos invertebrados 

(JIRAVANICHPAISAL; LEE; SÖDERHÄLL, 2006; LIU et al., 2020). A resposta humoral, 

por sua vez, é definida como a parcela das respostas imunológicas conferida por moléculas 

antimicrobianas dispersas na hemolinfa do animal, como as lectinas (ROY et al., 2020; 

SÁNCHEZ-SALGADO et al., 2017). Vale ressaltar que muitas dessas moléculas 

antimicrobianas, a exemplo das lectinas, se comportam como proteínas de reconhecimento de 

padrões (PRPs), atuando diretamente na sinalização e ativação de cascatas imunológicas 

(SÁNCHEZ-SALGADO et al., 2021; WANG; WANG, 2013b). 

As lectinas podem ser, de maneira breve, definidas como proteínas com capacidade 

de reconhecer e se ligar específica e reversivelmente a carboidratos e estruturas de natureza 

glicídica (SHARON; LIS, 2004; VASTA; AHMED, 2008). Tal habilidade torna as lectinas 

capazes de reconhecer, de forma humoral, padrões moleculares associados a patógenos 

(PAMPs, do inglês pathogen associated molecular patterns) (SÁNCHEZ-SALGADO et al., 

2017). Na superfície celular de bactérias, fungos, vírus e outros microrganismos, pode-se 

facilmente encontrar complexos moleculares à base de peptidoglicanos, lipopolissacarídeos e 

glicoproteínas, que por sua vez atuam como PAMPs (LU et al., 2020; WANG; VASTA; 

WANG, 2020). Essas estruturas químicas, que auxiliam no arranjo celular e estrutural dos 

patógenos, funcionam como uma assinatura molecular passível de reconhecimento pelas 

lectinas, desencadeando, a partir dessa interação, cascatas imunológicas para a ativação de 

respostas celulares e humorais que conferem proteção ao animal (DEVI; BASILROSE; 

MERCY, 2010; WANG; WANG, 2013a). 

Em camarões peneídeos, as pesquisas sobre as funções imunológicas das lectinas 

se intensificaram a partir dos anos 2000, concentrando-se em espécies de importância 

econômica, principalmente para a Ásia, como Marsupenaeus japonicus, Penaeus monodon e 

Litopenaeus setiferus (WANG; WANG, 2013a). Até o presente momento, vinte lectinas com 

atividade imunológica já foram descritas para o P. vannamei, sendo LvLT a primeira delas, 

descrita apenas em 2007, por Ma et al. (2007) que, dentre outros resultados, observaram que 
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essa lectina tinha sua expressão regulada diferencialmente na presença do vírus da síndrome da 

mancha branca (WSSV). 

Ensaios de expressão gênica têm se mostrado uma importante ferramenta para a 

investigação de genes durante estímulos fisiológicos que, no caso de genes imunológicos, se 

resumem a lesões, infecções e condições de estresse ambiental (ROMERO; RUVINSKY; 

GILAD, 2012). No caso de desafios experimentais com agentes virais, a expressão gênica 

auxilia na elucidação do processamento da informação genética envolvida na interação 

patógeno-hospedeiro, dos níveis de reação do sistema imunológico e as moléculas envolvidas 

em resposta a infecções específicas (JI; YAO; WANG, 2009; WANG; VASTA; WANG, 2020). 

Partindo desse princípio, tal abordagem se faz importante para os setores acadêmico 

e produtivo, uma vez que traz novas informações sobre os processos fisiológicos do próprio 

organismo frente a infecções de interesse econômico, possibilitando assim a idealização de 

novos manejos, técnicas e produtos que se utilizam dessas informações para aplicações práticas 

destinadas ao setor produtivo. 

Dito isso, a hipótese do presente trabalho é de que lectinas imunológicas atuam, em 

camarões P. vannamei, em resposta à infecção pelo vírus da mionecrose infecciosa (IMNV). E, 

para tanto, o objetivo geral do presente estudo foi avaliar a participação das lectinas por meio 

de parâmetros imunológicos em camarões P. vannamei infectados experimentalmente com o 

IMNV. Como objetivos específicos, estipulou-se (1) caracterizar as lectinas alvo do estudo 

utilizando ferramentas de bioinformática e identificar possíveis padrões estruturais relacionadas 

à ação antiviral; (2) avaliar a expressão de cinco genes lectínicos (LvLdlrCTL, LvCTL5, 

LvCTL4, LvAV e LvCTLU), após infecção por IMNV, em diferentes tecidos ao longo do tempo; 

e (3) observar o efeito da infecção por IMNV na imunidade celular por meio da contagem total 

de hemócitos. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Carcinicultura brasileira 

 

A carcinicultura é definida como a criação de crustáceos em um ambiente confinado 

e com fins econômicos, englobando assim espécies como siris, caranguejos, lagostas, lagostins 

e camarões (FAST; LESTER, 1992). Segundo dados da FAO (2022), a carcinicultura é um dos 

principais ramos da aquicultura moderna, ultrapassando o comércio de camarões pescados e 

movimentando anualmente bilhões de dólares em todo o globo. 

Além da forte vertente econômica, a carcinicultura também é responsável por 

significativas contribuições sociais e ambientais, ao passo que gera empregos diretos e indiretos 

em todos os elos da cadeia produtiva e reduz a pressão sobre os estoques pesqueiros naturais 

(ABCC, 2012; CAMARGO; ROUBACH, 2022; NATORI et al., 2011). Em muitos casos, a 

carcinicultura é responsável por desenvolver polos gastronômicos e turísticos, fomentados pela 

concentração e intensificação da atividade produtiva, a exemplo da Costa Negra, no litoral 

Oeste do Ceará (LOPES et al., 2019). 

No Brasil, a carcinicultura teve seus primeiros passos na década de 1970, quando o 

Governo Estadual do Rio Grande do Norte criou o chamado “Projeto Camarão” e introduziu no 

Estado a espécie exótica Penaeus japonicus (ABCC, 2001). Apesar dos aportes financeiros e 

incentivos governamentais, a falta de um pacote tecnológico consolidado e a incompatibilidade 

da espécie com o clima local impossibilitaram a continuidade da atividade nesse primeiro 

momento (MOLES; BUNGE, 2002). A segunda fase da carcinicultura brasileira é marcada 

pelas tentativas de domesticação de espécies nativas, com a expectativa de uma boa adaptação 

às variações climáticas locais e vide o apelo comercial já existente (NUNES; MADRID; 

ANDRADE, 2011). As principais espécies exploradas nesse período foram Litopenaeus 

subtilis, L. paulensis e L. schimitti (ABCC, 2001). Aproveitando-se da experiência adquirida 

com a espécie P. japonicus, a segunda fase também se caracteriza por um maior nível 

tecnológico, aprimorando principalmente as etapas de maturação e larvicultura (ABCC, 2001). 

Em meados da década de 1980, introduziu-se na carcinicultura brasileira o camarão 

P. vannamei, conhecido popularmente como “camarão-cinza” ou “camarão-branco”, espécie 

responsável por alavancar a carcinicultura não só nacional, mas também mundialmente (ABCC, 

2017). Por unir diversos atributos favoráveis ao cultivo, somados ao desenvolvimento de 

pacotes tecnológicos específicos, o camarão P. vannamei persiste até hoje como a principal 

espécie da carcinicultura brasileira (CAMARGO; ROUBACH, 2022). Entre 1998 e 2003, a 
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carcinicultura nacional teve seu ápice de expansão, ultrapassando a marca de 60% de 

crescimento/ano, declinando após surtos de enfermidades virais entre 2002 e 2005 e ações 

relacionadas ao comércio exterior (NATORI et al., 2011). 

Após sucessivos anos de déficit de produção ocasionados pelas enfermidades, a 

carcinicultura vem se recuperando progressivamente (ABCC, 2022; IBGE, 2018, 2019). Em 

2020, a produção nacional de camarão cultivado totalizou 63,2 mil toneladas, montante 14,1% 

superior ao ano anterior o que, em termos monetários, representou uma valorização de 9,3% 

para o mesmo período (IBGE, 2019, 2020).  

Atualmente, a carcinicultura brasileira tem mais de 99,0% de sua produção oriunda 

do Nordeste, provenientes principalmente dos Estados do Rio Grande do Norte e Ceará (ABCC, 

2022; IBGE, 2020). Como estratégia de ampliação da área explorável, muitos produtores têm 

investido nos cultivos em águas continentais de baixa salinidade, especialmente em condições 

oligohalinas (1,0 - 4,0 g/L) e mesohalinas (4,0 – 15,0 g/L) (SÁ; CAVALCANTE; LIMA, 2019). 

Com isso, a carcinicultura tem ganhado cada vez mais espaço no cenário de produção nacional, 

atraindo investidores e consumidores. 

 

2.2 Penaeus vannamei 

 

O camarão Penaeus vannamei, conhecido popularmente como “camarão-branco” 

ou “camarão-cinza”, é uma espécie nativa do Oceano Pacífico (ITIS, 2022). Porém, por seus 

atributos biológicos e seu alto desempenho zootécnico, pode ser encontrada em todo o globo 

abastecendo produções aquícolas e/ou mercados consumidores (SANTOS; MENDES, 2007; 

SOUSA-JÚNIOR; TEIXEIRA; LIMA, 2007). Sua ocorrência natural se distribui do Norte 

peruano ao Golfo da Califórnia, habitando águas quentes (>20 °C) e em diferentes 

profundidades (PÉREZ-FARFANTE; KENSLEY, 1997). 

Em termos taxonômicos, a espécie se enquadra na classe Malacostraca, ordem 

Decapoda e na família Penaeidae. Além disso, estudos genéticos recentes propuseram sua 

realocação taxonômica ao gênero Penaeus, sendo anteriormente classificado como Litopenaeus 

vannamei (ITIS, 2022; YANG et al., 2023). Já em termos zootécnicos, o camarão P. vannamei 

se configura como o principal peneídeo cultivado, sendo, desde 2018, responsável por mais da 

metade de toda a produção de crustáceos no mundo (FAO, 2020). Quando comparado a outros 

camarões, o camarão P. vannamei se mostra uma espécie rústica, somando características como 

boa tolerância a variações ambientais, exigência moderada por proteína bruta, boa aceitação de 

dietas artificiais, ótima taxa de conversão alimentar e aceitação pelo mercado consumidor 
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(ABCC, 2001, 2017; NUNES; ROCHA, 2015). Tais particularidades contribuíram para o 

sucesso na domesticação da espécie e para a expansão dos cultivos, migrando da tradicional 

região litorânea em direção ao sertão central de águas oligohalinas (ABCC, 2017; NUNES, 

2001). 

O camarão P. vannamei foi introduzido na carcinicultura brasileira em meados dos 

anos 1980 e, em menos de uma década, houve significativos avanços no desenvolvimento 

tecnológico para o cultivo da espécie (ABCC, 2017; NUNES; ROCHA, 2015). Com o incentivo 

da iniciativa privada, no início da década de 1990 já havia a consolidação de laboratórios de 

larvicultura e maturação, além de pesquisas dedicadas à nutrição e melhoramento genético da 

espécie (ABCC, 2017). Atrelado à abundância hídrica e área explorável, o camarão-branco 

possibilitou o alavancar da carcinicultura brasileira e persiste como a principal espécie cultivada 

em território nacional até os dias atuais (IGARASHI, 2022). 

Todavia, com o surgimento de algumas enfermidades, em especial a síndrome da 

mancha branca (WSS, do inglês white spot syndrome) e a IMN, a produção nacional de camarão 

registrou uma queda histórica, o que impulsionou novas pesquisas e o aprimoramento das boas 

práticas de manejo (BPM) nas fazendas (MADRID, 2005; NUNES; MADRID; ANDRADE, 

2011). Na última década, registrou-se grandes avanços no conhecimento científico e técnico a 

respeito da espécie P. vannamei, possibilitando assim o resgate do potencial produtivo nacional 

(CAMARGO; ROUBACH, 2022). 

 

2.3 Enfermidades virais na carcinicultura brasileira 

 

O estabelecimento de um processo infeccioso depende do desequilíbrio entre três 

elementos: hospedeiro, patógeno e ambiente (ENGERING; HOGERWERF; 

SLINGENBERGH, 2013). Entende-se por equilíbrio quando os três elementos estão em suas 

respectivas plenitudes, isto é, o hospedeiro em perfeito estado fisiológico, imunológico, 

nutricional e genético; o patógeno em concentrações normais no meio, sem indutores de 

mutações ou cepas anormais; e o ambiente em boas condições de preservação, não poluído e 

com disponibilidade de recursos bióticos e abióticos essenciais (HEDRICK, 1998). 

Na aquicultura, pode-se entender o hospedeiro como sendo os animais cultivados; 

os patógenos como os próprios agentes etiológicos, por exemplo: bactérias, fungos, vírus e 

protozoários; e o ambiente como o espaço de confinamento e cultivo (FERREIRA et al., 2021). 

Dessa forma, as BPM se apresentam como ferramentas importantes para a prevenção e controle 

de enfermidades, mantendo o equilíbrio hospedeiro-patógeno-ambiente (ABCC, 2014). 
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Dos agentes patológicos que ocorrem nas fazendas de produção aquícola, os vírus 

são considerados os de maior impacto econômico (FLEGEL, 2019). Atualmente, a WOAH 

classifica sete viroses que acometem crustáceos como doenças de notificação obrigatória a nível 

internacional, são elas: Infecção hipodermal e necrose hematopoiética (IHHN, do inglês 

infectious hypodermal and haematopoietic necrosis), doença da cauda branca, doença dos 

hemócitos iridescentes, síndrome de Taura, mionecrose infecciosa (IMN), síndrome da mancha 

branca (WSS) e a doença da cabeça amarela, devido ao alto potencial de causar prejuízos 

econômicos em escala global (WOAH, 2022a). 

Em território brasileiro, três dessas sete enfermidades recebem maior destaque, 

citadas adiante em ordem cronológica de registro oficial: IHHN (relatada inicialmente em 1991) 

(BUENO, 1991), IMN (no ano de 2002, no Estado do Piauí) (LIGHTNER et al., 2004) e a WSS 

(em 2004, em Santa Catarina) (SEIFFERT; WINCKLER; MAGGIONI, 2005). Destas, a IMN 

é considerada uma doença endêmica, onde seu primeiro registro mundial foi feito em território 

brasileiro (NUNES; MARTINS; GESTEIRA, 2004). 

Entre os anos de 2002 e 2005, em torno dos primeiros surtos de IMN e WSS, as 

enfermidades virais foram responsáveis por mais de 70% das perdas nacionais de produção de 

camarão, gerando impactos financeiros na casa de milhões de dólares (LIGHTNER et al., 2012; 

NEVES; MARTINS, 2021). Entretanto, com o investimento em pesquisas sobre melhoramento 

genético para linhagens resistentes, aditivos nutricionais e protocolos de manejo e 

biossegurança, a produção nacional vem contornando a problemática das enfermidades e 

recuperando, ano após ano, os patamares produtivos do início dos anos 2000 (ABCC, 2022; 

IBGE, 2019, 2020). 

 

2.4 Vírus da mionecrose infecciosa (IMNV) 

 

O vírus da mionecrose infecciosa (IMNV) é o agente causador da mionecrose 

infecciosa (IMN), enfermidade essa que se configura como uma das principais viroses de 

crustáceos em todo o mundo (PRASAD et al., 2017; WOAH, 2022a). O primeiro registro da 

IMN foi realizado no Estado do Piauí, no ano de 2002, em fazendas de cultivo, e inicialmente 

era conhecida por Necrose Idiopática Muscular (NIM), uma vez que não se conhecia o agente 

etiológico responsável pelos surtos (NUNES; MARTINS; GESTEIRA, 2004). Posteriormente, 

com o auxílio de estudos genéticos, identificou-se o IMNV e a patologia foi, consequentemente, 

renomeada para mionecrose infecciosa (LIGHTNER et al., 2004; POULOS et al., 2006). 
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Após ser identificado no Piauí, rapidamente o IMNV se alastrou para os demais 

Estados do Nordeste e, em 2006, para a Indonésia (SENAPIN et al., 2007). Acredita-se que a 

doença chegou ao novo continente por meio da exportação indevida de camarões reprodutores 

infectados, com a finalidade de renovar plantéis indonésios (PRASAD et al., 2017). Hoje, a 

IMN é registrada oficialmente pela WOAH como endêmica aos dois países (WOAH, 2022a). 

A IMN também já foi relatada, mas de forma não oficial, em outros países, como Índia 

(HAMEED et al., 2017) e Egito (ALY et al., 2021). 

Ao surgir no Nordeste brasileiro, o IMNV encontrou um setor despreparado para o 

cenário de convívio com enfermidades, utilizando protocolos de cultivo com altas densidade de 

estocagem, povoamentos diretos, lotes com baixa variabilidade genética, pouco ou nenhum uso 

de probióticos e oferta de rações não tão específicas às exigências nutricionais do P. vannamei 

(FONSECA; ROCHA, 2004; NEVES; MARTINS, 2021). Dessa forma, entre os anos de 2003 

e 2006, estima-se que a IMN tenha causado prejuízos de aproximadamente US$ 100 milhões à 

economia brasileira, somando prejuízos ainda maiores nos anos posteriores com a ocorrência 

em território indonésio (LIGHTNER et al., 2012). 

Em termos estruturais, o IMNV apresenta um diâmetro aproximado de 40 nm, 

organizado em uma morfologia icosaédrica não envelopada (POULOS et al., 2006). 

Atualmente, estão disponíveis, no Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), nove 

sequências completas de genoma para o IMNV, com tamanhos totais variando entre 7.561 e 

8.230 pb (ANDRADE et al., 2022; DANTAS et al., 2015; NAIM et al., 2015). O genoma do 

IMNV é constituído por uma molécula única de dsRNA (do inglês, double-stranded RNA), 

constituída por dois quadros de leitura aberta (ORFs, do inglês open reading frames) 

sobrepostos entre si por 199 nucleotídeos (5395 nt – 5596 nt) (DANTAS et al., 2015). A ORF1, 

presente na extremidade 5’, é composta por 5.127 nt que são traduzidos em um polipeptídio de 

1.708 aminoácidos (aa). Acredita-se que esse polipeptídio passe por um processamento pós-

traducional de sucessivas clivagens, resultando em quatro proteínas: a proteína principal do 

capsídeo (MCP, do inglês major capsid protein), uma proteína de ligação ao RNA (RBP, do 

inglês RNA binding protein) e duas proteínas relacionadas às protrusões virais, chamadas de 

small protein I (SP1) e small protein II (SP2) (DANTAS, 2014). A ORF2, por sua vez, está 

localizada na porção 3’ do genoma viral e é composta por 2.739 nt, carregando a informação 

genética para a tradução de uma RNA polimerase dependente de RNA (RdRp, do inglês RNA-

dependent RNA polymerase) de 912 aa (DANTAS, 2014; SUNARTO; NAIM, 2016). Para fins 

filogenéticos, a região codante para a RdRp apresenta-se mais conservada entre os vírus, cujo 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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alinhamento e homologia permitiram enquadrar o IMNV como membro da família Totiviridae 

(OLIVEIRA et al., 2014). 

De acordo com sua sintomatologia, a IMN pode ser monitorada em três níveis de 

diagnóstico (TAUKHID; NUR’AINI, 2008). O primeiro nível observa o comportamento e a 

aparência dos animais, atentando-se a sinais como letargia, natação errática, perda de equilíbrio, 

natação na superfície durante o dia, menor taxa de alimentação, opacidade focal ou multifocal 

no músculo estriado, vermelhidão nos segmentos abdominais e leque caudal, além do aumento 

da taxa de mortalidade (NUNES; MARTINS; GESTEIRA, 2004). No segundo nível, parte-se 

para o uso de técnicas histopatológicas, averiguando a presença de coágulos e edemas 

característicos para necrose muscular, e a formação de esferoides em tecidos como órgão 

linfoide, coração e hepatopâncreas. Adicionados a isso, pode-se observar ainda a liquefação do 

tecido muscular, comumente substituído por tecido conjuntivo; infiltrações hemocíticas, sinais 

de fibrose e hipertrofia do órgão linfoide (TANG et al., 2005). O terceiro, e último nível, faz 

uso de informações moleculares para a identificação do patógeno, geralmente por meio de 

técnicas de PCR e suas variações (ANDRADE; LIGHTNER, 2009; ANDRADE et al., 2007). 

Epidemiologicamente, o IMNV pode ser disseminado tanto por via vertical, sendo 

transmitido diretamente dos reprodutores para os naúplios; como também de maneira 

horizontal, por meio de vetores, canibalismo e o compartilhamento de materiais de manejo entre 

viveiros (GRAF et al., 2003; SILVA et al., 2015a, 2016). Como medidas de precaução, 

recomenda-se a aquisição de pós-larvas rigorosamente analisadas e a aplicação de um protocolo 

de manejo preventivo, eliminando fatores de risco (FONSECA; ROCHA, 2004). No ambiente 

de carcinicultura, os surtos de enfermidades estão intimamente relacionados ao estresse 

fisiológico desencadeado por variações ambientais, como flutuações de salinidade, temperatura 

e pH, oferta de alimentos de baixa qualidade, acúmulo de matéria orgânica e florações 

planctônicas (AHMED; THOMPSON; GLASER, 2019; MILLARD et al., 2021; REID et al., 

2019). No caso do IMNV, sabe-se que condições de baixa salinidade e altas temperaturas 

favorecem sua replicação e prevalência (SILVA et al., 2015b; VIEIRA-GIRÃO et al., 2015), o 

que explica, no Nordeste brasileiro, a maior incidência de surtos durante a quadra chuvosa 

(VIEIRA-GIRÃO et al., 2015). 

Nos últimos anos, surtos com altas taxas de mortalidade despertaram a curiosidade 

de cientistas da área, levantando a possibilidade da ocorrência de novas variantes virais para o 

IMNV em território brasileiro (VIANA et al., 2022). Andrade et al. (2022) recentemente 

descreveram uma nova cepa, catalogada como MZ593846.1, isolada de surtos com 

mortalidades superiores a 80%. Somadas a essa, atualmente existem nove sequências completas 



22 

 

de genoma descritas para o IMNV, divididas entre cepas isoladas no Brasil e na Indonésia 

(DANTAS et al., 2015; NAIM; BROWN; NIBERT, 2014). A existência de variantes virais faz 

com que um mesmo patógeno possa se manifestar de diferentes maneiras, modificando a forma 

de progressão da infecção e dificultando assim um diagnóstico preciso (VIANA et al., 2022). 

 

2.5 Sistema imunológico de camarões 

 

O sistema imunológico dos camarões, diferentemente dos vertebrados, não 

apresenta resposta imune adaptativa, isto é, os camarões não apresentam anticorpos e memória 

imunológica (LITTLE; HULTMARK; READ, 2005). Como dependem exclusivamente das 

respostas de natureza inata, evolutivamente os crustáceos desenvolveram diversas outras 

estruturas e estratégias imunológicas (KULKARNI et al., 2021). 

A resposta imune inata é aquela conferida por células e moléculas antimicrobianas 

que atuam de forma inespecífica, agindo pelo reconhecimento e diferenciação do próprio (self) 

e do não-próprio (non-self) (AWEYA et al., 2021). Nos camarões, podemos destacar dois níveis 

de barreiras que impedem a entrada e o estabelecimento de patógenos no hospedeiro. As 

primeiras barreiras são as físico-químicas, caracterizadas por serem mais externas, impedindo 

os patógenos de penetrarem nos tecidos do camarão e potencialmente desencadearem uma 

infecção, são elas: cutícula quitinosa e muco que revestem o animal, o epitélio intestinal e as 

enzimas presentes no trato digestório (BARRACCO, 2004). Quando um patógeno perpassa o 

primeiro nível de barreiras, vai-se ao encontro da segunda linha de defesa, composta por 

elementos mais internos de imunidade, divididos entre fatores celulares e fatores humorais 

(HAUTON, 2012). 

As respostas imunes de natureza celular se resumem àquelas que envolvem 

diretamente os hemócitos, células imunocompetentes que circulam livremente pela hemolinfa 

dos invertebrados (SÖDERHÄLL, 2016). Os hemócitos se dividem em três tipos principais: 

hemócitos hialinos, hemócitos semigranulares e hemócitos granulares (JOHANSSON et al., 

2000). Acredita-se que o nível de granulação dos hemócitos esteja relacionado com o grau de 

maturação da célula, sendo os hemócitos granulares os mais responsivos durante um processo 

infeccioso (LIU; LIU; LIU, 2021). Os hemócitos são ainda conhecidos por serem células de 

produção e estocagem de moléculas antimicrobianas, liberadas por gatilhos fisiológicos em um 

processo chamado de degranulação hemocítica (JI; YAO; WANG, 2009). De forma direta, as 

respostas celulares são a fagocitose, encapsulação, nodulação e coagulação 

(JIRAVANICHPAISAL; LEE; SÖDERHÄLL, 2006; LIU et al., 2020). A fagocitose consiste 
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no englobamento e eliminação de microrganismos; já a encapsulação e a nodulação são formas 

de revestir patógenos maiores, ocasionando um estresse fisiológico e o bloqueio do patógeno 

em relação aos tecidos do hospedeiro (FREEMAN; GRINSTEIN, 2014; LIU et al., 2020). A 

coagulação, por sua vez, é uma resposta mais abrangente, geralmente desencadeada após lesões 

e traumas na superfície do animal (JIRAVANICHPAISAL; LEE; SÖDERHÄLL, 2006). Vale 

salientar ainda que durante processos infecciosos há o recrutamento de hemócitos, isto é, há um 

aumento na produção dessas células pelo tecido hematopoiético e as mesmas são direcionadas, 

pela hemolinfa, aos tecidos infectados (SÖDERHÄLL, 2016). 

De forma integrada às respostas celulares, os camarões se utilizam também de 

respostas humorais. Essas são desempenhadas por moléculas dispersas na hemolinfa, que atuam 

isoladamente ou em sinergismo, geralmente manifestando atividade antimicrobiana 

(GIANAZZA et al., 2021). Entre as principais moléculas humorais presentes em camarões 

podemos citar as lisozimas, peroxinectinas, hemocianinas, transglutaminases, crustinas, 

peneidinas, fatores antilipopolissacarídeos, proteínas ligantes a β-1,3-glucano (βGBP, do inglês 

β-1,3-glucan binding protein), proteínas ligantes a lipopolissacarídeos (LBP, do inglês 

lipopolysaccharide binding protein), proteínas ligantes a β-1,3-glucano e lipopolissacarídeos 

(LGBP, do inglês lipopolysaccharide and β-1,3-glucan binding protein) e as lectinas (AWEYA 

et al., 2021). 

Boa parte das moléculas de defesa humoral são também classificadas como 

receptores de reconhecimento de padrões (PRRs, do inglês pattern recognition receptors), 

grupo integrado principalmente pelos receptores Toll-like, receptores Scavenger, DSCAM 

(down syndrome cell adhesion molecules) e as lectinas (SÁNCHEZ-SALGADO et al., 2021). 

Normalmente os patógenos apresentam, em sua superfície, complexos químicos padrões que 

integram sua estrutura, conhecidos como padrões moleculares associados a patógenos 

(PAMPs), como lipopolissacarídeos (LPS), β-1,3-glucanos (βG), ácido lipoteicóico (LTA), 

peptidoglicanos (PGN) e glicoproteínas (LU et al., 2020). Tais arranjos químicos são passíveis 

de reconhecimento pelas PRRs que, a partir daí, liberam sinais para desencadear respostas 

humorais e celulares complementares (CHEN et al., 2014). 

A principal cascata imunológica entre os crustáceos é a de ativação da 

profenoloxidase (proPO, do inglês prophenoloxidase), uma proenzima inativa que, após uma 

série de reações bioquímicas, culmina em sua forma ativa, a fenoloxidase (CERENIUS; LEE; 

SÖDERHÄLL, 2008; CERENIUS; SÖDERHÄLL, 2004). A fenoloxidase (PO, do inglês 

phenoloxidase) é uma enzima chave para a ativação sistêmica das respostas imunológicas em 

crustáceos, atuando diretamente em todos os processos de resposta celular e indiretamente na 
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liberação de muitos dos fatores humorais, como quinonas, espécies reativas de oxigênio e de 

nitrogênio (AMPARYUP; CHAROENSAPSRI; TASSANAKAJON, 2013; 

JIRAVANICHPAISAL; LEE; SÖDERHÄLL, 2006; LOW; CHONG, 2020; ROY et al., 2020). 

Apesar dos crustáceos possuírem diversas vias de sinalização, ativação e respostas 

imunológicas, muitos autores defendem que determinadas moléculas possuem papel 

fundamental na regulação das interações moleculares envolvidas em tais processos (AWEYA 

et al., 2021; KULKARNI et al., 2021; MARQUES; BARRACCO, 2000; WANG; WANG, 

2013b). Uma classe de moléculas chave que merece destaque é a das lectinas, uma vez que 

essas estão envolvidas em todas as esferas de defesa dos camarões, permeando por processos 

fisiológicos como a esclerotização (QIU et al., 2021), equilíbrio da microbiota intestinal 

(ALENTON et al., 2019), regulação da expressão de diversos genes imunológicos (HUANG et 

al., 2021), ativação do sistema da proPO (RUBEENA; PREETHAM, 2019), recrutamento de 

hemócitos e indução da fagocitose (LI; PAN; YU, 2022). 

 

2.6 Lectinas imunológicas em camarões peneídeos 

 

As lectinas são proteínas ou glicoproteínas que possuem como principal 

característica a habilidade de reconhecer e se ligar a carboidratos e estruturas glicídicas de 

forma específica e reversível (LAKHTIN; LAKHTIN; ALYOSHKIN, 2011). Por possuírem 

uma alta diversidade de arranjos estruturais, as lectinas são comumente classificadas, baseando-

se em suas características bioquímicas, em famílias (KILPATRICK, 2002; VASTA; AHMED; 

ODOM, 2004). Uma das formas mais aceitas para a classificação das lectinas é atribuída pela 

homologia entre os domínios de reconhecimento de carboidratos (CRDs, do inglês 

carbohydrate recognition domains) dessas moléculas (ZELENSKY; GREADY, 2003, 2005). A 

especificidade da ligação lectina-carboidrato também é, em boa parte, definida pelo seu CRD e 

os cofatores a ele associados, o que torna esse tipo de classificação ainda mais fidedigno 

(GABIUS et al., 2011). 

Segundo Loh et al. (2017), as lectinas animais podem ser classificadas em quinze 

famílias principais, são elas: Lectinas do Tipo C, Tipo S (galectinas), Tipo P, Tipo I, Tipo F, 

Tipo M, Tipo L, Tipo R, pentraxinas, ligantes de heparina, calnexinas/calreticulinas, F-box, 

ficolinas, chilectinas e interlectinas. Contudo, até o presente momento, apenas sete dessas 

famílias foram relatadas em camarões peneídeos: Lectinas do Tipo C, Tipo L, Tipo P, Tipo M, 

galectinas, ficolinas e calnexinas/calreticulinas (JOHNSON et al., 2022). Pela importância 

econômica dos camarões, a maior parte dos estudos com lectinas desse grupo se dedica a 
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prospectar atividades imunológicas frente patógenos de interesse à carcinicultura (DENIS et 

al., 2016). Apesar da grande versatilidade desse grupo de proteínas, das atividades biológicas 

desenvolvidas por elas e da diversidade de camarões cultivados ao redor do mundo, as pesquisas 

nessa vertente só se intensificaram após os anos 2000, investigando principalmente espécies de 

interesse para o comércio asiático, como Fenneropenaeus chinensis, Marsupenaeus japonicus, 

Penaeus monodon e Litopenaeus setiferus (WANG; WANG, 2013a). 

Nos últimos 20 anos houve, de forma geral,  um alavancar no nível de produção 

científica sobre lectinas de crustáceos e, especificamente, de camarões, utilizando-se de 

diferentes técnicas, abordagens metodológicas e delineamentos experimentais (CABANSAG; 

LAZARO; YAMBOT, 2014; HUANG et al., 2022; JUNKUNLO et al., 2012). A massiva 

maioria dessas pesquisas investiga a atuação imunológica das lectinas, revelando a capacidade 

de desencadearem cascatas moleculares para a ativação de respostas inatas tanto humorais como 

celulares (SÁNCHEZ-SALGADO et al., 2017; WANG; WANG, 2013a). 

Em princípio, todas as atividades imunológicas desencadeadas pelas lectinas são 

possíveis graças à interação estabelecida entre seus CRDs e estruturas glicídicas self e non-self 

(DAM; BREWER, 2009; GABIUS et al., 2002). Ao se ligar a um carboidrato presente na 

superfície de um determinado agente patológico há a formação de um complexo proteína-

ligante, aumentando a probabilidade de reconhecimento e a consequente fagocitose por parte 

dos hemócitos, efeito esse conhecido por opsonização (LIU et al., 2020). A opsonização via 

lectinas já foi relatada em muitas espécies de camarões, como P. monodon (PmLec) (LUO et 

al., 2006), F. chinensis (FcLec4) (WANG; ZHAO; WANG, 2014), M. japonicus (MjGCTL e 

MjLTL1) (ALENTON et al., 2019; XU et al., 2014) e P. vannamei (LvLec) (ZHANG et al., 

2019b). Como os hemócitos são células com alto nível de produção e estocagem de diversas 

moléculas antimicrobianas (JI; YAO; WANG, 2009; SÖDERHÄLL, 2016), o recrutamento e o 

aumento da atividade fagocítica induzidos pelas lectinas promovem também uma modulação 

na expressão de alguns genes imunológicos, principalmente AMPs (do inglês, antimicrobial 

peptides; crustinas, peneidinas e fatores antilipopolissacarídeos) e até mesmo outras lectinas 

(LUO et al., 2019). 

As respostas celulares e humorais atuam de forma integrada para promover uma 

resposta sistêmica mais eficiente (KULKARNI et al., 2021). Dito isso, o recrutamento 

hemocítico, além de modular a expressão de alguns genes, estabelece relação direta com 

cascatas enzimáticas, principalmente na ativação da proPO (AMPARYUP; 

CHAROENSAPSRI; TASSANAKAJON, 2013). Esse fenômeno foi observado em espécies 

como Penaeus semisulcatus (Ps-Lec) (SIVAKAMAVALLI; VASEEHARAN, 2014), 
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Metapenaeus dobsoni (Md-Lec) (RUBEENA; PREETHAM, 2019) e P. vannamei (LvCTLD) 

(JUNKUNLO et al., 2012), onde as lectinas foram capazes de aumentar a melanização e a 

eliminação dos patógenos.  

 

2.7 Lectinas imunológicas do camarão Penaeus vannamei 

 

Embora haja uma diversidade relativamente alta de famílias de lectinas dentre os 

camarões peneídeos, até o momento apenas três famílias de lectinas foram relatadas para a 

espécie P. vannamei, são elas: Lectinas do Tipo C, Tipo L e galectinas (VIANA; ROCHA; 

MAGGIONI, 2022). Apesar da diversidade reduzida de famílias em relação ao grupo dos 

peneídeos, o camarão P. vannamei conta com uma alta quantidade de proteínas descritas e 

caracterizadas, totalizando vinte lectinas até o momento (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Caracterização básica dos aspectos bioquímicos e respostas imunológicas das lectinas do camarão Penaeus 

vannamei. 

Família Lectina Genbank Nº 
Tamanho 

(aa) 

Resposta a desafio 

experimental 
Aglutinação Referência 

Tipo C LVL - - - G- Sun et al. (2007) 

Tipo C LvLT ABI97374 345 - - Ma et al. (2007) 

Tipo C LvLec  ABU62825 157 - G- Zhang et al. (2009) 

Tipo C LvCTL1 DQ858900 156 WSSV - Zhao et al. (2009) 

Tipo C LvCTL-br ADU25463 347 IHHNV - Costa et al. (2011) 

Tipo C LvLec1 - 169 WSSV G+, G- Luo et al. (2011) 

Tipo C LvCTLD AEH05998 311 YHV - 
Junkunlo et al. 

(2012) 

Tipo C LvLectin-1 ADW08726 156 V. anguillarum - Wei et al. (2012) 

Tipo C LvLectin-2 ADW08727 162 
WSSV 

V. anguillarum 
- Wei et al. (2012) 

Tipo C LvCTL3 AGV68681 163 
WSSV 

V. parahaemolyticus 
G+, G- Li et al. (2014) 

Tipo C LvAV AGC54451 176 WSSV - He et al. (2015) 

Tipo C LvCTL4 AKA64754 156 V. parahaemolyticus - Li et al. (2015) 

Tipo C LvLdlrCTL AYA22372 303 V. parahaemolyticus G+, G-  e fungos Liang et al. (2019) 

Tipo C LvCTL5 QGA67284 171 
WSSV 

V. parahaemolyticus 
G+, G- e fungos Luo et al. (2019) 

Tipo C LvCTLU QGW58119 170 WSSV G+, G- Song et al. (2019) 

Tipo C LvPLP XP_027210459 179 - G- Bi et al. (2020) 
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Tipo C LvCTL 4.2 QZL13787 232 V. parahaemolyticus G+, G- Huang et al. (2022) 

Tipo C LvCTL7 XM_027364912.1 166 V. harveyi G- Luo et al. (2023) 

Tipo L LvLTLC1 ATP62320 329 V. harveyi G+, G- Tian et al. (2018) 

Galectina LvGal AGV04659 338 
V. anguillarum 

V. alginolyticus 
G- Cha et al. (2015) 

Fonte: O autor. aa, aminoácidos; G+, gram-positiva; G-, gram-negativa; WSSV, white spot syndrome virus; IHHNV, 

infectious hypodermal and hematopoietic necrosis virus; YHV, yellow head virus. 

 

A grande maioria das lectinas do P. vannamei são do Tipo C, fato observado em 

muitos invertebrados (PEES et al., 2016). As lectinas do Tipo C são assim agrupadas por terem 

sua atividade dependente de íons bivalentes, especialmente Ca2+ (BROWN; WILLMENT; 

WHITEHEAD, 2018; ZELENSKY; GREADY, 2005). O grupo das lectinas do Tipo L recebe 

essa nomenclatura por apresentar alta homologia com um grupo de lectinas caracteristicamente 

extraídas de leguminosas (ETZLER; SUROLIA; CUMMINGS, 2009). Já as galectinas, por sua 

vez, se reúnem por apresentarem alta afinidade por resíduos de β-galactosídeos (CUMMINGS; 

LIU, 2009; VASTA; WANG, 2020). A própria arquitetura proteica traz indícios da localização 

celular dessas moléculas, onde a maioria das lectinas do tipo C e a lectina do tipo L (LvLTLC1) 

apresentam, em sua extremidade, um peptídeo sinal, atuando como sinalizador pós-traducional 

para o transporte dessas proteínas rumo ao meio extracelular, onde as lectinas estarão 

disponíveis como fatores humorais de resposta rápida (OWJI et al., 2018; RABOUILLE, 2017).  

Por outro lado, apenas uma lectina do tipo C (LvCTLD) e a galectina (LvGal) não 

apresentam peptídeo sinal, sugerindo que essas proteínas permanecem indefinidamente na 

célula onde são produzidas e, assim, atuam em outras vias de sinalização (CHA et al., 2015; 

JUNKUNLO et al., 2012; LETUNIC; KHEDKAR; BORK, 2021). A anotação funcional de 

LvGal (http://eggnog-mapper.embl.de/) indica que provavelmente essa lectina participa de 

estruturas extracelulares; já a LvCTLD, em sua estrutura, apresenta uma sequência 

característica de regiões de transmembrana (HUERTA-CEPAS et al., 2019; JUNKUNLO et al., 

2012). Esses resultados revelam que essas duas lectinas podem atuar como receptores e 

sinalizadores moleculares, atuando na comunicação entre os meios extra e intracelular 

(HOVING; WILSON; BROWN, 2014; SÁNCHEZ-SALGADO et al., 2021). 

Em artrópodes, o conhecimento científico sobre lectinas deriva principalmente dos 

insetos, onde as lectinas são produzidas majoritariamente pelos hemócitos e em segundo plano 

pelo corpo gorduroso (órgão análogo ao hepatopâncreas dos crustáceos) (MARQUES; 

BARRACCO, 2000; SÁNCHEZ-SALGADO et al., 2017). Todavia, no P. vannamei essa 

http://eggnog-mapper.embl.de/
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participação se inverte, já que o hepatopâncreas é o principal produtor e, em seguida, os 

hemócitos (WANG; WANG, 2013a). 

Após a síntese pelo hepatopâncreas, acredita-se que as lectinas são liberadas para o 

meio extracelular, captadas pelos hemócitos e armazenadas no interior dos grânulos 

hemocíticos (DEVI; BASILROSE; MERCY, 2010; MARQUES; BARRACCO, 2000). Após 

um gatilho de estresse fisiológico, os hemócitos são recrutados e novamente liberam, por meio 

da degranulação, as lectinas para a hemolinfa, onde essas podem atuar como moléculas de 

defesa humoral (DEVI; BASILROSE; MERCY, 2010; JUNKUNLO et al., 2012; MARQUES; 

BARRACCO, 2000). No caso das lectinas expressas diretamente pelos hemócitos, essas 

mesmas permanecem no interior celular até sua degranulação, seguindo os mesmos estímulos 

e rotas fisiológicas daquelas produzidas pelo hepatopâncreas (DEVI; BASILROSE; MERCY, 

2010; MARQUES; BARRACCO, 2000). O esquema de síntese e rota de metabolização das 

lectinas no P. vannamei está ilustrado na Figura 1. Diversos outros tecidos e órgãos também 

mostram participação na expressão de lectinas no camarão P. vannamei, entre eles podemos 

destacar o cérebro, nervos, músculo, intestino, estômago, gônadas, coração, órgão linfoide e 

brânquias (BI et al., 2020; JUNKUNLO et al., 2012; LIANG et al., 2019; SONG et al., 2019; 

WEI et al., 2012; ZHANG et al., 2009). A maioria das lectinas apresenta expressão em mais de 

um órgão, embora os níveis de expressão sejam distintos entre eles; algumas, por outro lado, 

são expressas especificamente em um único órgão, geralmente o hepatopâncreas (LI et al., 

2015; MA et al., 2007; WEI et al., 2012). Entretanto, uma das lectinas do P. vannamei, a 

LvCTL-br, segue um padrão diferente, sendo expressa unicamente nas brânquias (COSTA et 

al., 2011). 

 

Figura 1. Ilustração da síntese, estocagem e recrutamento das lectinas do camarão Penaeus vannamei. 

 

Fonte: O autor. 
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O perfil de expressão multilocal sugere fortemente a participação dessas lectinas 

como moléculas humorais de recrutamento rápido ao reconhecimento do non-self, facilitando a 

ação sistêmica contra infecções (JI; YAO; WANG, 2009; LEU et al., 2007; ROMERO; 

RUVINSKY; GILAD, 2012). Durante um processo infeccioso, o sistema imunológico do 

hospedeiro, estrategicamente, modula a expressão de diversos genes a fim de otimizar a 

produção de moléculas com atividade antimicrobiana, como as lectinas (HANCOCK; 

BROWN; MOOKHERJEE, 2006; LEU et al., 2007). Dessa forma, as lectinas caracterizadas 

para o camarão P. vannamei foram averiguadas durante infecções experimentais, visando 

entender os mecanismos moleculares envolvidos na regulação dessas proteínas. A maioria dos 

trabalhos realizados investigaram a atuação das lectinas frente infecções pelo WSSV e bactérias 

do gênero Vibrio spp. (V. parahaemolyticus, V. anguillarum, V. harveyi e V. alginolyticus) 

(SÁNCHEZ-SALGADO et al., 2017; WANG; WANG, 2013a); outros trabalhos, pontualmente, 

também observaram o comportamento de lectinas em infecções pelo vírus da IHHN, o vírus 

doença da cabeça amarela (YHV, do inglês yellow head virus), Staphylococcus aureus e por 

Aspergillus niger (COSTA et al., 2011; JUNKUNLO et al., 2012; LUO et al., 2019). 

Dentre as funções imunológicas desempenhadas pelas lectinas do P. vannamei 

pode-se destacar a indução da ativação do sistema proPO, exemplificadas pelas lectinas 

LvCTLD e LvLec (JUNKUNLO et al., 2012; ZHANG et al., 2019b). LvCTLD foi capaz de 

ativar a proPO tanto in vivo como in vitro, aumentando o nível de encapsulação e melanização 

por parte dos hemócitos (JUNKUNLO et al., 2012). LvLec, por outro lado, parece induzir a 

liberação de PO pela via de sinalização cGMP-dependent protein kinase, influenciando 

indiretamente outras funções imunológicas (LI; PAN; YU, 2022). As lectinas do P. vannamei 

parecem também ter uma forte participação na regulação da expressão de outros genes. Após o 

silenciamento gênico da LvCTL5, observou-se um aumento significativo na expressão de 

peneidinas (LvPEN2 e LvPEN3) e fatores antilipopolissacarídeos (LvALF1, LvALF2, LvALF3 

e LvALF4), além da diminuição da expressão de outras lectinas (LvCTL3, LvLT e LvLec), 

sugerindo diferentes vias de recrutamento entre as lectinas e os AMPs, revelando assim um 

possível caráter compensatório entre essas classes de moléculas (LUO et al., 2019). Efeitos 

semelhantes foram percebidos após o silenciamento de outros genes codificantes de lectinas, 

como LvGal, LvLdlrCTL e LvPLP, onde houve a modulação da expressão de diversos AMPs, 

genes relacionados à fagocitose (peroxinectin, mas-like protein e dynamin) e vias de sinalização 

celular (Domeless, c-JUN, Vago4 e c-JNK) (BI et al., 2020; HOU et al., 2015; LIANG et al., 

2019). 
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Umas das principais habilidades conferidas às lectinas por meio de sua capacidade 

de reconhecer carboidratos na superfície celular de patógenos é a de promover a aglutinação 

dos mesmos, especialmente pelo reconhecimento de estruturas químicas como LPS, βG, LTA, 

PGN e glicoproteínas (MARQUES; BARRACCO, 2000; SHARON; LIS, 2004). Algumas 

lectinas do P. vannamei possuem um amplo espectro de reconhecimento, como LvLdlrCTL e 

LvCTL5, aglutinando bactérias G- (Gram negativa) (V. parahaemolyticus), bactérias G+ (Gram 

positiva) (S. aureus) e fungos (A. niger) (LIANG et al., 2019; LUO et al., 2019). Outras lectinas, 

por sua vez, possuem um espectro de reconhecimento menor, como LvPLP e LvGal, que foram 

capazes de aglutinar apenas bactérias G- (Vibrio spp.) (BI et al., 2020; HOU et al., 2015); e 

LvLec, capaz de aglutinar apenas células bacterianas G+ (Escherichia coli) (ZHANG et al., 

2019b).  

Algumas lectinas do P. vannamei foram capazes ainda de ativar mecanismos para 

auxiliar no reconhecimento e eliminação de partículas virais. A LvCTL1, por exemplo, foi 

capaz de interagir com proteínas estruturais do WSSV, como VP28, VP26 e VP24, se ligando 

ao envelope viral e inviabilizando os vírions (ZHAO et al., 2009). LvCTLD, por sua vez, 

apresentou atividade contra o YHV, se ligando às partículas virais e promovendo o recrutamento 

hemocítico e consequentemente a encapsulação, melanização e fagocitose dessas partículas 

(JUNKUNLO et al., 2012). Outra metodologia bastante utilizada para averiguar o papel de 

determinadas lectinas contra agentes patogênicos específicos é ocasionar o silenciamento dos 

genes relacionados a essas moléculas e em seguida promover uma infecção experimental com 

o agente etiológico alvo. Após o silenciamento gênico de LvCTL3, LvLec1, LvLdlrCTL, 

LvCTLU e LvCTL5, observou-se maior mortalidade em camarões infectados por WSSV e Vibrio 

sp. (LI et al., 2014; LIANG et al., 2019; LUO et al., 2019, 2011; SONG et al., 2019). Esses 

resultados sugerem fortemente que a indisponibilidade dessas lectinas durante um processo 

infeccioso causa uma depleção no sistema immune, tornando as respostas fisiológicas menos 

eficientes, resultando em uma maior mortalidade observada. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS  

 

3.1 Obtenção dos animais e construção do sistema experimental 

 

Os camarões (x̅ = 7,0 g) utilizados no desafio experimental foram cordialmente 

cedidos pela Fazenda Bom Princípio, localizada no município de Guaiuba/CE, transportados 

ao Centro de Diagnóstico de Enfermidades de Organismos Aquáticos (CEDECAM/Labomar) 

e mantidos em sua unidade de bioensaios. Os animais foram aclimatados durante uma semana, 

mantidos sob aeração constante e com os parâmetros de qualidade de água monitorados 

diariamente com o uso de uma sonda multiparamétrica modelo HI9146 (HANNA®). 

Os sistemas experimentais foram confeccionados utilizando-se caixas pretas de 

polipropileno de 56 L (32 cm x 57 cm x 39 cm) (São Bernardo Ltda®), mantidos sob aeração 

(compressor de ar 75W, JAD®) e recirculação (bomba submersa 30W, SARLO Better®) 

constantes. Cada sistema experimental consistiu em duas caixas e um filtro comum às duas, 

isolando cada réplica de tratamento das demais. Na Figura 2 encontra-se o desenho padrão dos 

sistemas experimentais utilizados no presente trabalho.  

 

Figura 2. Esquema tridimensional de um sistema experimental montado para o presente trabalho. (2A) Vista 

posterior; (2B) Vista anterior; e (2C) Vista superior. 

 

Fonte: Alvaro Luccas Bezerra dos Santos (2022). 

 

A queda de água das caixas para o filtro acontece por gravidade, com o auxílio de 

uma conexão interna para a renovação da água de fundo e remoção da matéria orgânica 

associada a ela. O retorno da água para o sistema ocorre por um cano em “L” com pequenas 

perfurações, resultando em uma saída de água de forma diagonal à caixa, empurrando a matéria 
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orgânica ao encontro da conexão que transfere a água para o filtro. O processo de filtragem foi 

dividido em duas etapas, a primeira delas sendo mecânica, filtrando a água por meio de uma 

manta de fibra de vidro; e uma segunda etapa, com filtragem biológica, utilizando-se de mídias 

biológicas MBBR3, de 16 mm de diâmetro (nanoplastic®), para a fixação de compostos 

nitrogenados.  

Os animais foram mantidos em salinidade de 1,0 ppm, condição já existente na 

fazenda de origem, oxigênio dissolvido ≥ 4 mg/L, temperatura de 27 °C, pH 7,3, fotoperíodo 

de 12 horas claro e 12 horas escuro, e renovação diária de 300%. A alimentação foi ofertada 

duas vezes ao dia (9h e 16h), totalizando 3,5% da biomassa ao dia, utilizando ração comercial 

40%PB (Nexco®). 

 

3.2 Preparação dos extratos teciduais  

 

Ao longo do estudo foram utilizados dois tipos de extratos teciduais, um extrato de 

tecido infectado por IMNV e um extrato de tecido livre de patógenos específicos (SPF, do inglês 

specific pathogen free). O extrato de tecido infectado por IMNV utilizado no estudo foi 

proveniente do banco amostral do CEDECAM, armazenado a -80°C e com diagnóstico prévio 

para a presença do IMNV, conforme Freitas (2020).  

Para a produção do extrato de tecido SPF, 20 camarões com peso médio aproximado 

de 8 g, oriundos da fazenda Santa Tereza, em Caucaia/CE, foram levados até o CEDECAM, 

onde o processamento das amostras se prosseguiu. Os animais tiveram seus pleópodos 

removidos, servindo de material biológico para a extração de ácidos nucleicos para diagnóstico, 

por qPCR, para IMNV, Vírus da Síndrome da Mancha Branca (WSSV) e Vírus da Infecção 

Hipodermal e Necrose Hematopoiética (IHHNV). As reações de diagnóstico analisaram 

amostras em pools de quatro camarões, onde constatou-se a ausência dos três patógenos. O 

protocolo para o preparo dos inóculos seguiu, com adaptações, a metodologia proposta por Prior 

et al. (2003). Dessa forma, o extrato SPF foi preparado com base no tecido muscular dos 

animais analisados, sendo homogeneizados em tampão salino gelado (NaCl 330 mM, Tris 10 

mM, pH 7,4) na proporção 1:10 de peso/volume. Em seguida, essa mistura foi centrifugada a 

4.000 g/30 min, recuperando-se o sobrenadante para uma nova etapa de centrifugação, agora a 

8.000 g/30 min. Em ambas as centrifugações a temperatura foi mantida a 4 °C. O sobrenadante 

foi novamente recuperado e filtrado por meio de uma membrana de 0,45 µm 

(CROMAFIL®Xtra) e, em seguida, a 0,22 µm com auxílio de um sistema de filtração a vácuo 

(TPP®). Após a filtragem, o material foi armazenado a -80 °C até sua utilização. 
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Após a obtenção do filtrado final, novas reações de qPCR foram realizadas para a 

confirmação da presença e da concentração do vírus em questão, assim como a ausência do 

IHHNV e do WSSV. Dando prosseguimento, foi preparada uma solução estoque e uma na 

concentração de uso nas etapas de desafio experimental, ambas permanecendo a -80 °C até o 

momento de uso.  

O extrato bruto de tecido infectado foi retirado do banco amostral do CEDECAM 

e passou pelas mesmas etapas de filtragem do extrato de tecido SPF relatadas anteriormente. 

Em seguida, uma parcela do extrato filtrado foi recolhida para uma nova extração de ácidos 

nucléicos e confirmação da ausência do WSSV e IHHNV e da presença do IMNV, além de 

quantificar a carga viral no inóculo. 

 

3.3 Análise bioinformática 

 

Todas as lectinas (LvLdlrCTL, LvCTL4, LvCTL5, LvAV e LvCTLU) foram 

caracterizadas por meio de análises bioinformáticas. As correspondentes ORFs e proteínas 

traduzidas estão disponíveis no Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) e listadas 

na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Números de acesso para as sequências de nucleotídeos e 

aminoácidos correspondentes às lectinas investigadas no presente 

estudo. 

Lectina Nº de acesso (nt) N° de acesso (aa) 

LvLdlrCTL MH746942 AYA22372 

LvCTL4 KM387560 AKA64754 

LvCTL5 MK805099 QGA67284 

LvAV JX983205 AGC54451 

LvCTLU MK952741 QGW58119 

Fonte: O autor. nt, nucleotídeos; aa, aminoácidos. 

 

As sequências já traduzidas foram utilizadas, por meio da plataforma ProtParam, 

para as análises do número de aminoácidos, peso molecular (MW), ponto isoelétrico teórico 

(pI), número de resíduos carregados (-R e +R), coeficiente de extinção (EC), estimativa de 

meia-vida (h), índice de instabilidade (II), índice alifático (AI) e hidrofobicidade (GRAVY). A 

presença de peptídeo sinal foi verificada pelo SignalP4.1. Para o cálculo de predição dos 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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elementos de estrutura secundária foi utilizada a ferramenta SOPMA. A plataforma PROSITE, 

por sua vez, foi utilizada para a caracterização funcional das lectinas e a predição de pontes 

dissulfeto. Além disso, verificou-se ainda a probabilidade de modificações pós-traducionais, 

como N-glicosilação, C-glicosilação, O-glicosilação, fosforilação e a clivagem de sítios 

propeptídeos; por meio dos algoritmos NetNGlyc 1.0, NetCGlyc 1.0, NetOGlyc 4.0, NetPhos 

3.1 e ProP 1.0, respectivamente. 

Para a predição da arquitetura molecular utilizou-se a ferramenta Simple Modular 

Architecture Research Tool (SMART). Por intermédio dos dados depositados na plataforma 

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) e eggNOG-mapper, verificou-se a 

participação das lectinas em vias metabólicas já descritas e a sua anotação funcional, 

respectivamente. Todos os links de acesso para as ferramentas citadas anteriormente estão 

listados na Tabela 3. 

 

Tabela 3. Link de acesso para as ferramentas de análises de bioinformática utilizadas no presente estudo. 

Ferramenta Link de acesso 

ProtParam https://web.expasy.org/protparam/ 

SignalP4.1 https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-4.1 

SOPMA https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-

bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html 

PROSITE https://prosite.expasy.org/cgi-bin/prosite/PSScan.cgi 

NetNGlyc 1.0 https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0 

NetCGlyc 1.0 https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetCGlyc-1.0 

NetOGlyc 4.0 https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetOGlyc-4.0 

NetPhos 3.1 https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetPhos-3.1 

ProP 1.0 https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?ProP-1.0 

SMART http://smart.embl-heidelberg.de/ 

KEGG https://www.genome.jp/kegg/  

eggNOG-mapper http://eggnog-mapper.embl.de/  

Fonte: O autor. 

 

 

 

 

 

https://web.expasy.org/protparam/
https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html
https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html
https://prosite.expasy.org/cgi-bin/prosite/PSScan.cgi
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetCGlyc-1.0
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetOGlyc-4.0
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetPhos-3.1
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?ProP-1.0
http://smart.embl-heidelberg.de/
https://www.genome.jp/kegg/
http://eggnog-mapper.embl.de/
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3.4 Desafio experimental  

 

Utilizando-se da unidade experimental de bioensaios do CEDECAM, 100 

camarões, com peso médio de 8 g, foram separados em 2 grupos de 50 indivíduos e subdivididos 

igualmente em dois aquários. No grupo 1, tratamento controle, foram injetados 50 μL de extrato 

de tecido SPF nos camarões; já no grupo 2, 50 μL de extrato infectante contendo 104 cópias do 

IMNV, em concentração padronizada, conforme Freitas (2020).  

Em cada tratamento, 6 camarões foram aleatoriamente recolhidos em cada 

amostragem, que aconteceram no momento inicial do experimento (0), 4, 8, 12, 24, 48, 72 e 96 

horas após infecção (hpi), seguindo o perfil de expressão analisado por Li et al. (2015) e Song 

et al. (2019), onde os animais foram processados em 2 pools de três animais. Em cada 

amostragem, foram coletados imediatamente 300 μL de hemolinfa com o auxílio de seringa de 

1 mL e agulha hipodérmica 25 × 0,7 mm lavadas com anticoagulante (400 mM NaCl, 8 mM 

KCl, 8 mM HEPES, 10 mM EDTA; pH 7,3) (VARGAS-ALBORES; GUZMÁN; OCHOA, 

1993). Posteriormente, os camarões foram insensibilizados em gelo e processados, coletando-

se o hepatopâncreas, brânquias e intestino para a posterior extração de RNA e análise da 

expressão gênica das lectinas nos correspondentes tecidos, no decorrer do tempo pós infecção 

(HE et al., 2015; SONG et al., 2019). 

 

3.5 Coleta de hemolinfa e contagem total de hemócitos (CTH) 

 

Para a coleta da hemolinfa, como citado no tópico anterior, foi preparada uma 

solução anticoagulante à base de 400 mM NaCl, 8 mM KCl, 8 mM HEPES e 10 mM EDTA, 

com pH ajustado para 7,3 (VARGAS-ALBORES; GUZMÁN; OCHOA, 1993). Após a captura, 

os animais foram colocados em água com gelo para entrarem em um estágio mais letárgico e 

facilitar a coleta. Feito isso, o último esternito cefalotóraxico e o primeiro abdominal foram 

desinfetados com álcool 70% (v/v) para a punção. A coleta foi realizada com o auxílio de uma 

agulha hipodérmica de 25 × 0,7 mm, totalizando um volume de 100 μL na proporção 1:1. Após 

a coleta, a hemolinfa foi mantida em microtubos até o momento da análise em microscópio 

óptico (LIGHTNER, 1996). 

O material armazenado foi suavemente homogeneizado por inversão e 10 μL da 

solução foram postos em uma câmara de Neubauer. Feito isso, esperou-se aproximadamente 2 

minutos para a decantação das células e então a câmara foi levado ao microscópio para a 
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contagem celular em seus quatro quadrantes angulares externos. A contagem foi feita 

individualmente e o valor final foi dado de acordo com a Fórmula 1 apresentada abaixo:  

 

(1) 𝐶𝑇𝐻𝐻𝑒𝑚ó𝑐𝑖𝑡𝑜𝑠/𝑚𝐿  = 𝑀é𝑑𝑖𝑎𝑄𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠 × 𝐹𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 × 10.000 

 

Onde o fator de diluição é igual a soma da proporção. No caso de 1:1, o fator de 

diluição é igual a 2. O valor de 10.000 é fixo, sendo o valor padrão volumétrico do retículo da 

câmara corrigido para mL. Os camarões coletados para a contagem de hemócitos foram os 

mesmos coletados para as análises de expressão gênica, discriminados no tópico seguinte. 

 

3.6 Extração de RNA e síntese de cDNA  

 

O RNA total foi extraído com o reagente Trizol (Invitrogen®), de acordo com as 

instruções do fabricante. Após a extração, concentração foi determinada por quantificação 

espectrofotométrica, com auxílio do Nanodrop 2000 (ThermoScientific®). Em seguida, as 

amostras foram padronizadas e tratadas com DNAse I por incubação a 37°C por 30 min.  

Antes da síntese do cDNA, o RNA foi aquecido a 100°C por 5 minutos para 

desnaturar as dsRNA. O cDNA foi sintetizado com o High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (Life Technologies®) em um volume de 20 μL de reação final, dos quais: 4 

μL de RT Buffer (10×), 1,6 μL de dNTPs mix (25×), 4 μL de RT random primers (10×), 2,0 μL 

de MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U) e 2 μL de RNA total. As amostras foram 

incubadas em termociclador a 25°C por 10 min, seguidos de 37°C por 120 min e 85°C por 5 

min. O cDNA foi armazenado a -20°C até a sua utilização para as análises de quantificação 

viral e expressão gênica por RT-qPCR. 

 

3.7 Quantificação do IMNV por RT-qPCR  

 

Para quantificação do número de cópias do IMNV foram utilizados os primers e 

sonda de hidrólise recomendados pela WOAH (2022b). As reações de RT-qPCR foram 

realizadas em 10 μL de volume final contendo 5 μL de Platinum Quantitative PCR SuperMix-

UDG (Invitrogen®), 0,3 μL (10 μM) de cada primer IMNV412F (5′-

GGACCTATCATACATAGCGTTTGCA-3′) e IMNV545R (5′-

AACCCATATCTATTGTCGCTGGAT-3′), 0,15 μL (10 μM) da sonda de hidrólise (IMNVp1) 

(5′-6FAM CCACCTTTACTTTCAATACTACATCATCCCCGG TAMRA-3′), 0,2 μL (50×), 
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1 μL de cDNA e 3,05 μL de água ultrapura (Invitrogen®). Um controle negativo contendo todos 

os reagentes, exceto o cDNA alvo, e uma série de diluições do controle positivo pTOPO-

IMNV.1 equivalente a 108, 107, 106, 105, 104, 103 e 102 cópias do IMNV/µg de RNA total foram 

adicionados a cada placa de RT-qPCR. O controle positivo pTOPO-IMNV.1 consiste de uma 

construção genética resultante da ligação de um amplicon de 593 pb do IMNV (N° de acesso 

no GenBank: AY570982, nt 197-789) ao pCR® 2.1-TOPO vector (Invitrogen®).  

Para a quantificação do número de cópias virais foi empregada a plataforma 7500 

Real-time PCR system (Applied Biosystems®). As condições de ciclagem foram as seguintes: 

50 °C por 2 min, seguido da ativação da Platinum®Taq DNA polymerase a 95 °C por 2 min, e 

40 ciclos de 15 s a 95 °C e 30 s a 60 °C. O número de cópias virais de cada amostra foi 

determinado de acordo com o software SDS 1.3.1 (Applied Biosystems®). Todas as amostras 

foram testadas em duplicata e somente consideradas positivas quando houve amplificação 

válida em ambas as réplicas.  

 

3.8 Análise da expressão gênica  

 

Os genes LvLdlrCTL, LvCTL4, LvCTL5, LvAV e LvCTLU foram analisados por RT-

qPCR, utilizando o reagente Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix – UDG (Invitrogen®), 

na plataforma ABI 7500 Real Time System (Applied Biosystems®). Como genes de referências, 

foram utilizados a β-actina e o Fator de Elongação 1α (EF-1α), por meio da média geométrica 

dos seus valores de CT (LIANG et al., 2019); para fins comparativos, também se verificou a 

expressão do gene proPO-1, gene ligado à expressão da profenoloxidase e bem elucidado em 

experimentos imunológicos com invertebrados. O cálculo dos níveis de expressão relativos foi 

feito pelo método 2-ΔΔCT (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). Além disso, para fins de cálculo, 

nos casos em que não houve amplificação aparente no grupo controle, admitiu-se um CT igual 

a 40. 

As reações se procederam em volume final de 10 μL, sendo 5 μL de Platinum® 

SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen®), 0,3 μL (10 μM) de cada primer, 0,2 μL 

do corante ROX, 1 μL de cDNA e 3,2 μL de água ultrapura (Invitrogen®). A termociclagem 

ocorreu em etapas de 2 min a 50°C, 2 min a 95°C, e 40 ciclos de 15 s a 95°C e 30 s a 60°C; e 

para maior confiança dos dados, as reações aconteceram em duplicata e validadas apenas 

quando a média dos CT de mesma amostra apresentou desvio padrão ≤ 0,3. As sequências dos 

primers utilizados encontram-se na Tabela 4. A eficiência dos primers foi verificada como 
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descrito por Freitas (2020) e a especificidade observada com base na análise das curvas de 

melting de cada alvo.  

 

Tabela 4. Lista de primers utilizados, no presente estudo, para a análise de expressão gênica. 

Primer Sequência (‘5-3’) Referência 

LvLdlrCTL-F ACCTCGGACTTCTGGATTGG 
Liang et al. 2019 

LvLdlrCTL-R GTGGGTTTCCTGGGTCGTT 

LvCTL4-F GCTTTTACTTCCATCAAGACCAG 
Li et al. 2015 

LvCTL4-R TGTTAGGATGTACTCATAAAATTCCCT 

LvCTL5-F TGGCTTCTGTCAGGGTTTCC 
Luo et al. 2019 

LvCTL5-R CGTCCGTCCACACGAACTC 

LvAV-F GGGTCTTTGGCTGTGGATG 
He et al. 2015 

LvAV-R TGTTGAGCGACGGAGGTG 

LvCTLU-F GTCGTAGACACCGGCGACAC 
Song et al. 2019 

LvCTLU-R GGGAAGCCAAGTCCACAGTCC 

proPO-1-F CGGTGACAAAGTTCCTCTTC Wang, Chang e Chen 

(2007) proPO-1-R GCAGGTCGCCGTAGTAAG 

EF-1α-F CCTATGTGCGTGGAGACCTTC 
Liang et al. (2019) 

EF-1α-R GCCAGATTGATCCTTCTTGTTGAC 

β-actina-F GACCGAGGCTCCCCTTCAA 
Feijó et al. (2016) 

β-actina-R TCTCGAACATGATCTGTGTCAT 

Fonte: O autor. 

 

3.9 Análises estatísticas  

 

A carga viral e a contagem total de hemócitos foram averiguadas por Análise de 

Variância Unidirecional (ANOVA one-way) e teste de Tukey para verificação entre pares. Os 

dados de expressão gênica foram submetidos a testes de homocedasticidade e normalidade 

(Shapiro-Wilk), para então decidir o próximo tratamento estatístico. Como os valores se 

mostraram paramétricos, foi utilizado o teste t-student para identificar as diferenças entre pares. 

As análises foram realizadas com o auxílio dos softwares Microsoft Excel® 2016 e RStudio®. 
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4 RESULTADOS  

 

4.1 Preparo dos extratos teciduais 

 

A reação de RT-qPCR revelou que o inóculo infectante detém uma carga viral de 

6,55 × 104 cópias de IMNV/µg de RNA total, baseado em curvas padrões com concentrações 

conhecidas (104 – 108 cópias de IMNV/µg de RNA total). Na Figura 3 encontram-se os gráficos 

de amplificação (3A), regressão das curvas padrões (3B) e de melting (79,6 °C) (3C) 

relacionados à reação. As réplicas referentes às concentrações de 10² e 10³ cópias de IMNV/µg 

de RNA total apresentaram um comportamento inesperado e por isso foram omitidas na Figura 

3B e do cálculo final da carga viral. As reações se procederam em quadruplicatas, cada uma 

delas em réplica de si mesma, totalizando oito repetições. 

As reações de qPCR para detecção do WSSV e do IHHNV mostraram resultados 

negativos para ambos os inóculos (infectante e SPF), bem como a reação de RT-qPCR referente 

ao inóculo SPF. As reações mostraram que o inóculo infectante por IMNV, de fato, apresenta 

apenas este patógeno e que o inóculo SPF está livre de todos os vírus analisados. 

 

Figura 3. Gráficos referentes à RT-qPCR desenvolvida para análise do inóculo de IMNV utilizado no presente 

estudo. (3A) Gráficos de amplificação, (3B) Regressão das curvas padrões, e (3C) Curva de melting (79,6 °C). 

 

Fonte: O autor. 
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4.2 Análise bioinformática 

 

4.2.1 Análise de estruturas primárias  

 

A análise da estrutura primária revelou que todas as lectinas apresentam um 

tamanho equivalente em termos de número de aminoácidos, com exceção da LvLdlrCTL que 

possui um domínio extra (LDLR). Essa diferença de tamanho reflete, inevitavelmente, no peso 

molecular, que também é maior para a LvLdlrCTL. Os demais parâmetros apresentaram valores 

diversos e são intimamente relacionados com as composições de estruturas primárias, sendo 

únicas para cada lectina. Todos os valores encontrados estão expostos na Tabela 5. 

 

Tabela 5. Parâmetros estimados para as sequências de aminoácidos das lectinas do camarão P. vannamei usando a 

ferramenta Protparam. 

Lectina 
Tamanho 

(aa) 

Peso molecular 

(Da) 
pI -R +R EC h* II AI GRAVY 

LvAV 157 18004,11 4,84 20 11 49765 7,2 41,81 69,49 -0,396 

LvCTL4 138 15747,48 4,64 18 8 52285 1,2 38,12 69,35 -0,333 

LvCTL5 151 17140,87 4,80 23 10 29825 1,4 22,6 61,32 -0,386 

LvCTLU 150 16818,54 4,27 23 9 43680 0,8 28,17 56,00 -0,337 

LvLdlrCTL 284 32478,32 5,04 42 30 50640 1,0 35,55 59,37 -0,601 

Fonte: O autor. aa, aminoácidos; Da, Dalton; pI, ponto isoelétrico; -R, resíduos negativos; +R, resíduos positivos; EC, 

coeficiente de extinção; h, tempo de meia-vida (*Parâmetro estimado para o contexto celular de um reticulócito 

mamífero); II, índice de instabilidade; AI, índice alifático; GRAVY, hidrofobicidade. 

 

4.2.2 Análise de estruturas secundárias  

 

Todas as lectinas apresentaram uma predominância de dobras aleatórias em suas 

estruturas secundárias, seguido de cadeias estendidas, α-hélices e folhas-β (Tabela 6). 

 

Tabela 6. Elementos de estrutura secundária das lectinas do camarão P. vannamei preditos pela ferramenta SOPMA. 

Elementos de estrutura secundária  LvAV LvCTL4 LvCTL5 LvCTLU LvLdlrCTL 

α-hélice 19,75% 23,19% 21,19% 33,33% 23,59% 

Cadeia estendida 23,57% 28,26% 26,49% 22,67% 21,83% 

Folha-β 7,01% 10,14% 9,93% 8,67% 6,69% 

Dobras aleatórias 49,68% 38,41% 42,38% 35,33% 47,89% 
Fonte: O autor. 
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4.2.3 Caracterização funcional 

 

As sequências das lectinas foram caracterizadas quanto à presença de motivos 

funcionais. De acordo com a ferramenta PROSITE, apenas a LvCTLU não apresentou motivo 

característico para lectinas do tipo C, entretanto todas as sequências apresentaram este motivo 

quando analisados pela plataforma SMART. A predição dos domínios apresentou maior 

precisão para a região C-terminal, representada pelo mesmo aminoácido em ambas as 

plataformas. O início dos domínios, por sua vez, variou de acordo com a ferramenta utilizada 

para caracterização, com diferenças sutis na porção N-terminal. LvLdlrCTL foi a única lectina 

que apresentou mais de um motivo, comportando um motivo característico de receptores de 

lipoproteínas de baixa densidade (LDLa), além do CLECT. Os motivos funcionais encontrados 

estão apresentados na Tabela 7. 

 

Tabela 7. Caracterização funcional das sequências de aminoácidos das lectinas do camarão P. vannamei usando 

as ferramentas PROSITE e SMART. 

 PROSITE SMART 

Lectina Nº de hits Motivo Posição (aa) Nº de hits Motivo Posição (aa) 

LvAV 1 C_type_lectin_2 21 - 147 1 CLECT 14 - 147 

LvCTL4 1 C_type_lectin_2 8 - 137 1 CLECT 1 – 137 

LvCTL5 1 C_type_lectin_2 20 - 145 1 CLECT 13 – 145 

LvCTLU 0 - - 1 CLECT 2 – 145 

LvLdlrCTL 
2 

LDLRA_2 1 - 41 
2 

LDLa 1 – 42 

C_type_lectin_2 133 - 275 CLECT 126 - 275 

Fonte: O autor. 

 

4.2.4 Predição de sítios de glicosilação  

 

Nenhuma das lectinas apresentou sítios com potencial para glicosilação do tipo C, 

apresentando score menor que 0,5 em todos os aminoácidos passíveis de glicosilação desta 

natureza. Entretanto, duas lectinas mostraram sítios com probabilidade à modificação do tipo 

N-glicosilação: LvAV e LvLdlrCTL (Tabela 8). A primeira delas, LvAV, apresentou um sítio 

de potencial moderado de N-glicosilação (Figura 4A); a LvLdlrCTL, por sua vez, mostrou dois 

sítios com alta probabilidade de sofrer glicosilação do tipo N e dois sítios que, embora tenham 
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sequências características de regiões glicosiladas, não apresentaram potencial suficiente nesta 

proteína em específico (Figura 4B). 

 

Tabela 8. Predição de sítios de N-glicosilação nas sequências de aminoácidos das lectinas do camarão P. 

vannamei usando a ferramenta NetNGlyc 1.0 server. 

Lectina Posição (aa) Sequência Potencial Nível de confiança Resultado N-Gly  

LvAV 8 NESK 0,5862 7/9 + 

LvCTL4 . . . . . 

LvCTL5 . . . . . 

LvCTLU . . . . . 

LvdlrCTL 118 NVTI 0,7671 9/9 +++ 

183 NITS 0,723 9/9 ++ 

196 NKTW 0,4857 6/9 - 

226 NQTI 0,4838 5/9 - 

Fonte: O autor. 
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Figura 4. Predição de sítios de N-glicosilação em lectinas do camarão P. vannamei usando a ferramenta 

NetNGlyc 1.0 server. (4A) Sítios de N-glicosilação na lectina LvAv; (4B) Sítios de N-glicosilação na lectina 

LvLdlrCTL. 

 

Fonte: O autor. 

 

Para O-glicosilação, LvAV e LvLdlrCTL apresentaram alto potencial de sofrerem 

modificações pós-traducionais em 4 e 6 sítios, respectivamente. Além destas, a LvCTL4 

também mostrou um sítio passível de glicosilação (Tabela 9). Dessa forma, LvCTL5 e LvCTLU 

não apresentaram potencial para sofrer glicosilação de nenhuma natureza dentre as investigadas 

no presente trabalho e LvLdlrCTL é a mais susceptível. 

 

 

 

 



44 

 

Tabela 9. Predição de sítios de O-glicosilação nas sequências de aminoácidos das lectinas do 

camarão P. vannamei usando a ferramenta NetOGlyc 1.0 server. 

Lectina Posição (aa) Potencial Resultado O-Gly  

LvAV 1 0,535723 #POSITIVE 

6 0,556275 #POSITIVE 

99 0,530496 #POSITIVE 

109 0,560272 #POSITIVE 

LvCTL4 88 0,615168 #POSITIVE 

LvCTL5 . . . 

LvCTLU . . . 

LvLdlrCTL 63 0,777796 #POSITIVE 

211 0,511088 #POSITIVE 

215 0,775629 #POSITIVE 

228 0,558694 #POSITIVE 

230 0,542822 #POSITIVE 

234 0,811143 #POSITIVE 

Fonte: O autor. 

 

4.2.5 Predição de sítios de fosforilação 

 

A plataforma NetPhos 3.1 prediz os possíveis sítios de fosforilação em uma 

sequência proteica a partir da ação de dezessete quinases, são elas: ATM, CKI, CKII, CaM-II, 

DNAPK, EGFR, GSK3, INSR, PKA, PKB, PKC, PKG, RSK, SRC, cdc2, cdk5 and p38MAPK. 

Os resultados revelaram uma abundância de sítios de fosforilação em todas as lectinas 

analisadas. Os gráficos que mostram o potencial de fosforilação de cada resíduo de serina, 

treonina e tirosina estão disponíveis na Figura 5. 
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Figura 5. Predição de sítios de fosforilação em lectinas do camarão P. vannamei usando a ferramenta NetPhos 3.1 

server. (5A) Sítios de fosforilação na lectina LvAV; (5B) Sítios de fosforilação na lectina LvCTL4; (5C) Sítios de 

fosforilação na lectina LvCTL5; (5D) Sítios de fosforilação na lectina LvCTLU; (5E) Sítios de fosforilação na 

lectina LvLdlrCTL. 

 

Fonte: O autor. 
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4.2.6 Predição de arquitetura molecular 

 

A ferramenta SMART compara a arquitetura de uma molécula a partir da 

homologia de determinadas regiões da proteína alvo com bancos de dados, revelando uma 

organização molecular em termos de domínios e regiões conservadas. Para as cinco lectinas 

analisadas, a região de mais destaque é a referente ao domínio de reconhecimento de 

carboidratos típico para lectinas do tipo C (CLECT) e, no caso da LvLdlrCTL, também o 

domínio do tipo LDLa. As organizações proteicas, em termos de estrutura primária, estão 

sumarizadas na Figura 6. 

 

Figura 6. Arquitetura molecular, predita usando a ferramenta SMART, 

das lectinas do camarão P. vannamei. 

 

Fonte: O autor.        CLECT;       LDLa. 

 

4.2.7 Predição de sítios de clivagem de propeptídeos 

 

Não foi registrado potencial de clivagem para nenhum dos resíduos de arginina e 

lisina em nenhuma das lectinas investigadas, de acordo com a plataforma ProP 1.0. 

 

4.2.8 Anotação funcional e predição de vias metabólicas 

 

Não houve similaridade entre as sequências das lectinas estudadas e as depositadas 

nos bancos de dados utilizados pelas ferramentas KEGG e eggNOG-mapper, impossibilitando 
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assim a anotação funcional e a predição da participação destas lectinas em vias metabólicas e 

interações moleculares já conhecidas e caracterizadas. 

 

4.3 Contagem total de hemócitos (CTH) 

 

A contagem total de hemócitos (CTH) revelou diferenças significativas na maioria 

dos tempos observados, com exceção apenas das coletas de 0 hpi e 24 hpi. A equivalência 

estatística no ponto 0 já era esperada, uma vez que ainda não existia diferença de tratamento 

entre os dois grupos.  

As maiores diferenças numéricas verificadas foram nos dois pontos de coleta após 

a infecção de fato (4 hpi e 12 hpi), onde o grupo injetado com o inóculo de IMNV teve 

contagens 2,9 e 3,9 vezes maiores do que as do grupo controle, respectivamente. Em seguida 

(24 hpi), as médias de contagens se equipararam e nos últimos três pontos de coleta verificou-

se um comportamento contrário, com o grupo infectado apresentando uma CTH 

significativamente menor (Figura 7). 

 

Figura 7. Contagem total de hemócitos (CTH) em camarões infectados e não infectados por IMNV. 

 

Fonte: O autor. 

 

4.4 Análise da expressão gênica 

 

4.4.1 Expressão gênica no hepatopâncreas 
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O gene LvAV apresentou regulação negativa entre as coletas 12 hpi e 72 hpi, 

apresentando um pico positivo de expressão (2,0x) no tempo 96 hpi. O gene LvCTL4, por sua 

vez, teve seu ápice de regulação positiva já no tempo 4 hpi (1,9x), reduzindo sua expressão nos 

tempos seguintes e equiparando-se ao tratamento controle no tempo 96 hpi (Figura 8).  

 

Figura 8. Painel de expressão gênica do hepatopâncreas durante uma infecção por IMNV. 

 

Fonte: O autor. 

 

Com a maior expressão relativa verificada no hepatopâncreas, o gene LvLdlrCTL 

foi expresso 28,6x no tempo 72 hpi, sendo regulada positivamente também no tempo 12 hpi e 

negativamente nos tempos 4, 24, 48 e 96 hpi. Os genes LvCTL5 e LvCTLU tiveram três pontos 

onde suas expressões foram reguladas positivamente, 8, 12 e 72 hpi e 4, 12 e 72 hpi, 

respectivamente. Já o gene proPO-1, reconhecido por sua atuação imunológica e bem 
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esclarecido quanto aos mecanismos de expressão, foi positivamente regulado nas coletas 8 e 12 

hpi, 3,9 x e 6,2x, respectivamente (Figura 8). 

 

4.4.2 Expressão gênica nas brânquias 

 

Os genes LvAV, LvLdlrCTL e LvCTL5 tiveram seus picos de expressão no tecido 

branquial às 72 hpi, 3,3x, 23,5x e 6,5x em comparação ao controle, respectivamente. Assim 

como no hepatopâncreas, entre os genes avaliados nas brânquias, o LvLdlrCTL foi o mais 

expresso (23,5x). LvCTL4, por sua vez, apresentou um único ponto onde sua expressão foi 

sutilmente regulada de forma positiva, na coleta 96 hpi (1,4x) (Figura 9).  

 

Figura 9. Painel de expressão gênica das brânquias durante uma infecção por IMNV. 

 

Fonte: O autor. 
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O gene LvCTLU apresentou dois pontos de maior expressão em relação ao controle, 

com seu pico às 24 hpi (8,2x) e em menor proporção às 72 hpi (1,8x). O gene da 

profenoloxidase, por sua vez, teve sua expressão regulada positivamente entre as 4 e 12 hpi e 

às 48 hpi, sendo equivalente ao controle no ponto 24 hpi e sutilmente regulado de forma positiva 

nas últimas duas coletas, sendo expresso 1,1x e 1,3x comparado ao controle (Figura 9). 

 

4.4.3 Expressão gênica no intestino 

 

No tecido intestinal, a expressão relativa do gene LvAV apresentou um 

comportamento geral de ascensão e posterior declínio, atingindo seu pico às 24 hpi (3,8x). Os 

genes LvLdlrCTL e LvCTL5 apresentaram perfis de expressão similares entre si, com regulação 

positiva apenas às 96 hpi, com valores 4,0x e 2,7x maiores em relação ao grupo controle, 

respectivamente (Figura 10). 

LvCTL4 apresentou um pico de expressão às 4 hpi (2,1x) e um platô de regulação 

positiva entre 48 e 96 hpi, com valores entre 1,7x e 1,6x maiores do que o tratamento controle. 

LvCTLU, por sua vez, apresentou também um único ponto de expressão positiva (4 hpi), 

manifestando-se 5,7x quando comparado com grupo injetado com extrato SPF.  

Já o gene proPO-1 apresentou um comportamento inesperado, não sendo detectado 

em nenhuma das amostras do grupo controle. Entretanto, foi significativamente expresso no 

grupo infectado, atingindo níveis de expressão 8.720x maiores (12 hpi) (Figura 10). 
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Figura 10. Painel de expressão gênica do intestino durante uma infecção por IMNV. 

 

Fonte: O autor. 

 

4.4.4 Expressão gênica na hemolinfa 

 

Apresentando um comportamento anômalo, quando comparado aos demais tecidos 

verificados, a grande maioria das amostragens não demonstraram níveis de expressão 

detectáveis na hemolinfa do grupo controle para nenhum dos genes e em poucas amostragens 

para o grupo infectado.  

Os genes LvAV e LvLdlrCTL apresentaram um único ponto de regulação positiva, 

caracterizando um pico de expressão às 4 hpi, com níveis 7,7x e 1,7x maiores. LvCTL4 e 

LvCTLU também apresentaram seus picos de expressão às 4hpi, mas, ao contrário dos dois 
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genes já citados, esse não foi o único horário com expressão detectável. LvCTL4 e LvCTLU 

foram 950,7x e 0,7x expressos às 4 hpi, respectivamente. 

Por sua vez, o gene LvCTL5 não apresentou expressão detectável para nenhuma das 

amostras coletadas em nenhum dos grupos teste. Já o gene referente à proPO-1 chegou a ser 

expresso 18.764x às 8 hpi, sendo esse o maior valor de expressão relativa verificado no presente 

estudo (Figura 11). 

 

Figura 11. Painel de expressão gênica da hemolinfa durante uma infecção por IMNV. 

 

Fonte: O autor. 
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5 DISCUSSÃO 

 

5.1 Análise bioinformática 

 

Como registrado na Tabela 8, a análise das estruturas primárias evidenciou a 

discrepância entre tamanho e peso molecular da LvLdlrCTL em relação as demais lectinas, o 

que pode ser explicado pela presença do domínio LDLa (LIANG et al., 2019). Por ter um 

motivo de reconhecimento além do CRD típico das lectina do tipo C, é esperado que a lectina 

LvLdlrCTL seja capaz de estabelecer interações intermoleculares diferentes das demais lectinas 

investigadas no presente trabalho, o que pode refletir também em diferentes mecanismos de 

ação antiviral (BERMEJO-JAMBRINA et al., 2018; LIANG et al., 2019). Dito isso, vale 

ressaltar que a LvLdlrCTL foi a lectina que apresentou os melhores índices de expressão frente 

a infecção por IMNV e que talvez essa diferença seja ocasionada pela presença do motivo 

LDLa, possivelmente conferindo proteção contra o IMNV por estabelecer ligações covalentes 

preferenciais do tipo vírus-lectina em vez da ligação vírus-receptor celular. 

Ao analisarmos o índice de instabilidade (II) proteica, observamos que apenas a 

LvAV apresenta II > 40, sugerindo que essa lectina seja instável, de acordo com os parâmetros 

estipulados por Gamage et al. (2019). Todas as demais proteínas apresentaram II < 40, 

indicando sua provável estabilidade (Tabela 5). Os demais parâmetros foram considerados 

dentro da normalidade para todas as lectinas estudadas. 

Concatenando-se aos dados de estrutura secundária, verificamos que LvAV é a 

lectina que apresenta maior porcentagem de dobras aleatórias (49,68%), fato que reforça a ideia 

de sua provável instabilidade. Seguidamente, a segunda lectina com a maior porcentagem de 

dobras aleatórias foi a LvLdlrCTL (47,89%). Todavia, ambas as lectinas manifestaram alto 

potencial para sofrerem modificações pós-traducionais que, por sua vez, podem auxiliar na 

estereoquímica  de estabilização dessas moléculas após a síntese e tráfego celular (SCHWARZ; 

AEBI, 2011). 

LvAV e LvLdlrCTL foram as únicas lectinas que apresentaram possíveis sítios de 

N-glicosilação. LvLdlrCTL, em particular, revelou ter quatro possíveis sítios de N-glicosilação, 

ao passo que LvAV aparenta ter apenas um sítio dessa natureza. A diferença no número de 

potenciais sítios de modificação pode ser explicada pelo maior tamanho da sequência primária 

da LvLdlrCTL em detrimento das demais lectinas, além da contribuição do seu domínio extra 

que possibilita modificações particulares a essa molécula (LIANG et al., 2019; XIU et al., 

2016).  
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Já para modificações no tipo O-glicosilação, novamente as lectinas LvAV e 

LvLdlrCTL apresentaram maiores quantidades e probabilidades de ocorrência (Tabela 10), 

reiterando a dependência de modificações pós-traducionais para a estabilização dessas duas 

lectinas (BELTRAO et al., 2013; DERIBE; PAWSON; DIKIC, 2010). Somadas a essas, foi 

observado também que todas as lectinas investigadas no presente estudo apresentam uma 

grande abundância de possíveis sítios de fosforilação.  

Para fins de caracterização organizacional das lectinas, as ferramentas PROSITE e 

SMART forneceram resultados semelhantes, trazendo credibilidade para os dados gerados. 

Ambas as ferramentas se mostraram eficientes na predição de domínios bem estabelecidos e na 

Figura 6 é possível observar a arquitetura molecular das lectinas investigadas. A ferramenta 

SMART foi eficiente em predizer a localização dos domínios LDLa e CLECT presentes na 

LvLdlrCTL, reforçando a individualidade organizacional dessa lectina em relação às demais 

analisadas. 

A escassez de estudos mais aprofundados sobre lectinas de crustáceos dificulta 

algumas análises bioinformáticas, especialmente por grande parte dessas análises in silico se 

basearem em homologia de sequências para a estimativa dos resultados. Assim, não foi possível 

predizer resultados de anotação funcional e vias metabólicas para as lectinas investigadas 

utilizando as ferramentas propostas e que, convenientemente, são as ferramentas clássicas 

utilizadas para esse tipo de análise (HUERTA-CEPAS et al., 2019). Viana, Rocha e Maggioni 

(2022), ao analisarem todas as lectinas descritas para o P. vannamei, verificaram que apenas a 

LvGal apresenta anotação funcional eficiente, mas ainda sim carecendo de resultados sobre 

rotas metabólicas. 

Ainda sobre o aspecto estrutural e funcional das lectinas estudadas no presente 

trabalho, todas apresentaram sequências sugestivas para peptídeo sinal em seu N-terminal. Em 

aspectos práticos, o peptídeo sinal funciona como um sinalizador celular para o transporte da 

proteína ao meio extracelular após sua tradução (RABOUILLE, 2017). Ao efetuar o transporte 

proteico, há a clivagem do peptídeo sinal e a exportação da proteína considerada madura 

(NICKEL; RABOUILLE, 2009). No caso das lectinas imunológicas no camarão, a presença de 

peptídeo sinal parece ser uma estratégia evolutiva para que essas lectinas estejam prontamente 

disponíveis na hemolinfa como fatores humorais de defesa contra patógenos invasores 

(VIANA; ROCHA; MAGGIONI, 2022).  

 

5.2 Contagem total de hemócitos (CTH) 
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Ao investigarem camarões P. vannamei infectados por IMNV, Costa et al. (2009) 

observaram que camarões com sintomatologia avançada apresentavam diferenças mais 

significativas em parâmetros imunológicos, como contagem de hemócitos e atividade da 

fenoloxidase, quando comparados com assintomáticos ou levemente sintomáticos. Todavia, no 

presente estudo foram registradas diferenças significativas já 4 hpi, ainda assitomáticos. 

Como a maioria dos estudos verifica a contagem de hemócitos em intervalos de 

dias, há uma limitação metodológica para a comparação dos dados obtidos com os registros da 

literatura. Entretanto, a proposta do presente trabalho foi estimar a contagem de hemócitos 

paralelamente à verificação da expressão diferencial, promovendo uma correlação entre esses 

dados.  

Diversos autores relatam a redução na contagem total de hemócitos após infecções 

virais, como WSSV (YEH et al., 2009), TSV (SONG et al., 2003), IHHNV (YEH et al., 2009) 

e YHV (HAVANAPAN et al., 2016). Interessantemente, no presente trabalho foi verificado 

um aumento significativo entre 4 e 12 hpi, voltando aos níveis normais em 24 hpi. Entretanto, 

de 48 hpi em diante a contagem permaneceu significativamente inferior à registrada para o 

grupo controle, indo ao encontro dos resultados da maioria dos estudos citados acima. Talvez 

não haja registros desse incremento inicial exatamente pela limitação metodológica relatada, 

registrando-se apenas a tendência decrescente da contagem após dias de infecção, quando 

normalmente ocorrem as coletas e análises.  

Ao analisar outros parâmetros da hemolinfa, Costa et al. (2009) também 

verificaram um aumento significativo da atividade aglutinante e do número de hemócitos em 

apoptose em P. vannamei infectados com IMNV e sugerem que parte dos incrementos 

registrados seja devido à atividade antiviral de lectinas nos fluidos do camarão, reforçando a 

hipótese defendida no presente estudo. 

Interligando os resultados da contagem total de hemócitos com os de expressão 

diferencial na hemolinfa, observamos uma sobreposição de resultados. O primeiro ponto onde 

se verifica uma contagem significativamente maior (4 hpi) é o mesmo ponto onde houve picos 

de expressão para as lectinas LvAV, LvLdlrCTL, LvCTL4 e LvCTLU, sugerindo a participação 

dessas proteínas no recrutamento de hemócitos.  

A atuação das lectinas como moléculas recrutadoras de hemócitos já é bem descrita 

na literatura, inclusive para algumas lectinas do próprio P. vannamei, como LvCTLD durante 

infecções por YHV (JUNKUNLO et al., 2012), LvLdlrCTL e LvLTLC1 frente Vibrio sp. 

(LIANG et al., 2019; TIAN et al., 2018) e LvCTLU em infecções por WSSV (SONG et al., 
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2019). Entretanto, o presente estudo apresenta os primeiros indícios do recrutamento de 

hemócitos, via lectinas, contra uma infecção por IMNV. 

 

5.3 Análise da expressão gênica 

 

O hepatopâncreas e as brânquias, no presente estudo, comportaram-se como os 

melhores tecidos para avaliação da expressão gênica diferencial de lectinas em camarões P. 

vannamei infectados com o IMNV, uma vez que tiveram um perfil de expressão constante e 

estável no grupo controle, o que não foi observado em todas as amostras de intestino e 

hemolinfa. Esse dado reforça os resultados obtidos por Li et al. (2015) e Liang et al. (2019), 

que consideraram esses dois tecidos, dentre diversos outros, os melhores para se avaliar a 

expressão de lectinas em camarões experimentalmente infectados por WSSV e Vibrio spp.  

Em muitos casos, como o apresentado por Luo et al. (2019), os níveis basais de 

expressão de algumas lectinas são naturalmente superiores no hepatopâncreas, a exemplo da 

LvCTL5 que é cerca de 6.000x mais expressa no hepatopâncreas do que em outros tecidos como 

hemolinfa, músculo e estômago. Tal observação sugere a escolha natural do hepatopâncreas 

como tecido modelo para a avaliação da expressão de lectinas em experimentos de desafio 

infeccioso com P. vannamei. 

Ao observarmos a literatura, verificamos também que o hepatopâncreas 

desempenha um papel fundamental na síntese e estocagem de moléculas imunológicas (a 

exemplo das lectinas), além de se integrar a inúmeras vias metabólicas, favorecendo os 

mecanismos de resposta dos crustáceos de maneira geral e não somente do P. vannamei 

(VOGT, 2020). Dito isso, estudos com diversas espécies, como Macrobrachium rosenbergii 

(BALIARSINGH et al., 2019), Marsupenaeus japonicus (ZHENG et al., 2020), Scylla 

paramamosain (ZHANG et al., 2019a) e Neocaridina denticulate (XING et al., 2022), usam o 

hepatopâncreas como órgão preferencial para a avaliação da expressão gênica em experimentos 

imunológicos. 

O intestino, por sua vez, apresentou valores consistentes de expressão para o grupo 

controle, com características ideais de normalização, assim como descrito para o 

hepatopâncreas e brânquias. Entretanto, o perfil de expressão verificado para a proPO-1 foi 

considerado inesperado, uma vez que esse gene não foi expresso de maneira significativa no 

grupo controle e abruptamente regulado no grupo infectado. O mesmo fato foi verificado na 

hemolinfa, com o adendo de que nesse último tecido não foram verificados níveis de expressão 

detectáveis para o grupo controle em praticamente nenhum ponto de coleta. 
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A menor expressão gênica na hemolinfa pode ser explicada pelo fato de que, 

naturalmente, os níveis basais de expressão da maioria das lectinas avaliadas serem mais baixos 

nesse tecido, como relatado por He et al. (2015) para LvAV, Li et al. (2015) para LvCTL4, Luo 

et al. (2019) para LvCTL5 e Song et al. (2019) para LvCTLU. Além disso, podemos destacar 

ainda que a hemolinfa, especificamente na sua parcela celular, constitui um grande reservatório 

de moléculas já maduras, especialmente no interior dos grânulos dos hemócitos (LIU; LIU; 

LIU, 2021; SÖDERHÄLL, 2016). Dessa forma, acredita-se que abordagens a nível de 

transcritos, como a RT-qPCR, são sejam as mais eficientes para avaliação de lectinas na 

hemolinfa, sendo mais viável o uso de técnicas de proteômica (GIANAZZA et al., 2021; TAO 

et al., 2019). 

Outro fator potencialmente modulador de expressão gênica e que merece destaque 

são as condições de cultivo em que os animais foram mantidos, caracterizando-se como 

possíveis gatilhos ambientais de expressão (LE MOULLAC; HAFFNER, 2000; RAJEEV et 

al., 2021). Sabe-se que diversas rotas fisiológicas podem ser influenciadas pelos sistemas de 

confinamento dos camarões, tais como bioflocos e águas verdes (PILOTTO et al., 2020), além 

da alimentação ofertada (CABRERA-STEVENS et al., 2022) e dos parâmetros de qualidade de 

água, onde podemos ressaltar a salinidade (FARHADI et al., 2023; WANG et al., 2022; YANG 

et al., 2022).  

A salinidade é um dos principais fatores de qualidade de água dentro de um 

ambiente de cultivo, estando estritamente envolvida nos processos osmorregulatórios e que, por 

sua vez, influenciam diversos outros processos fisiológicos e metabólicos, entre eles a 

imunidade (CHEN; HE, 2019; LE MOULLAC; HAFFNER, 2000). Em ambientes de 

confinamento, a homeostase e o bem-estar são condições desejadas, favorecendo a saúde dos 

animais e a qualidade do produto final (PEDRAZZANI et al., 2023). No caso da carcinicultura, 

a expansão da atividade levou à exploração de novas áreas de cultivo, criando zonas de 

produção em águas continentais de baixa salinidade (VIDAL, 2022).  

A produção da espécie P. vannamei em águas oligohalinas e mesohalinas, só foi 

possível graças a intensas pesquisas envolvendo manejos de aclimação e produção, uma vez 

que se propõem a manter o animal fora de suas condições ótimas de homeostase (JAFFER et 

al., 2020). Embora os cultivos interioranos já estejam bem estabelecidos, ainda há a carência 

de pesquisas mais aprofundadas sobre o bem-estar dos camarões nesse contexto, uma vez que 

não é o seu ambiente natural (COZER, 2021; MALAMUD, 2017). Sob a observação biológica 

desses animais serem produzidos em condições de estresse crônico, os cultivos em baixas 
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salinidades sabidamente influenciam na expressão de diversos genes e na eficiência das 

respostas imunes (CHEN et al., 2015). 

 Segundo Esparza-Leal et al. (2019) e Lin et al. (2012), camarões P. vannamei 

mantidos indefinidamente em baixas salinidades apresentam maiores taxas de mortalidade, 

menores contagens de hemócitos e menores índices de expressão para alguns genes 

imunológicos, como profenoloxidase, lisozima e superóxido dismutase, indicando uma 

provável depleção do sistema imune dos animais mantidos nessas condições (ZHAO et al., 

2015). Atrelado a isso, é sabido ainda que ambientes de baixa salinidade favorecem a replicação 

do IMNV, o que pode corroborar para um estado fisiológico de imunodepressão (VIEIRA-

GIRÃO et al., 2015).  

Unindo os fatos mencionados, podemos sugerir que a manutenção dos animais em 

baixa salinidade, como no presente experimento (1 ppm), possa explicar as diferenças entre os 

sítios e os níveis de expressão basais que foram observados no grupo controle quando 

comparados aos dados registrados na literatura que, por vez, se concentram em camarões 

mantidos em salinidades naturais à espécie (HE et al., 2015; LUO et al., 2019; SONG et al., 

2019). Além disso, não foram encontrados depósitos de pesquisas que tenham investigado a 

expressão de lectinas imunológicas em nenhuma espécie hospedeira durante infecções por 

IMNV, sendo esse o primeiro registro científico.  

Diversos estudos se propuseram em averiguar a expressão diferencial de lectinas 

no P. vannamei durante infecções por WSSV e Vibrio spp. e em menor quantidade, em 

infecções por YHV e IHHNV (VIANA; ROCHA; MAGGIONI, 2022). Li et al. (2015), por 

exemplo, observaram que LvCTL4 era regulada positivamente entre 8 e 36 hpi no 

hepatopâncreas de P. vannamei infectados com V. parahaemolyticus e que o silenciamento 

desse gene refletiu em mortalidades de aproximadamente 60% dos indivíduos, reiterando sua 

atuação protetiva contra o patógeno em questão. No presente estudo, observou-se diferentes 

perfis de expressão para esse mesmo gene. No hepatopâncreas, verificou-se regulação positiva 

apenas 4 hpi; já nas brânquias, às 96 hpi; e no intestino às 4, 48, 72 e 96 hpi. Essa alternância 

de regulações de expressões provavelmente está envolvida com o tropismo viral durante o 

processo infeccioso (NOMAGUCHI et al., 2012; SUTHAR et al., 2013). Como os sinais 

clássicos da mionecrose infecciosa se manifestam ao longo dos segmentos abdominais 

(POULOS et al., 2006), o intestino possivelmente é um órgão que sofre maior pressão 

infecciosa, refletindo em um platô de expressão do segundo dia de infecção em diante. 

LvCTL5, como relatado por Luo et al. (2019), foi regulada positivamente em todos 

os horários de coleta entre 4 e 96 hpi durante desafios experimentais com V. parahaemolyticus, 
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A. niger e WSSV; no desafio com S. aureus, a regulação positiva só não foi observado às 24 e 

às 72 hpi. Durante o desafio com IMNV, realizado no presente estudo, verificou-se, no 

hepatopâncreas, regulação positiva às 8, 12 e 72 hpi. Além disso, às 72 e 96 hpi, para as 

brânquias e o intestino, respectivamente. Ainda segundo Luo et al. (2019), a  lectina LvCTL5 

provavelmente age como imunorreguladora, já que seu silenciamento impactou o nível de 

expressão de diversos outros genes imunológicos, inclusive regulando positivamente a 

expressão de LvCTL4. Um fato interesse que pode ser observado no presente estudo é de que o 

pico de expressão da LvCTL5, no hepatopâncreas, às 72 hpi, se sobrepõe aos picos de expressão 

dos genes LvLdlrCTL e LvCTLU, e temporalmente se aproxima do pico de LvAV às 96 hpi. E 

de forma semelhante, nas brânquias, também às 72 hpi, há a sobreposição com LvAV, 

LvLdlrCTL e LvCTLU, e LvCTL4 às 96 hpi. Tais registros sugerem que o efeito 

imunorregulador da LvCTL5 também se manifesta em infecções pelo IMNV, aumentando 

paralelamente o nível de expressão das demais lectinas analisadas. 

Por sua vez, LvCTLU apresentou, tanto em camarões P. vannamei infectados por 

WSSV como por V. parahaemolyticus,  os maiores e menores índices de regulação positiva no 

intestino e no hepatopâncreas, respectivamente (SONG et al., 2019). Curiosamente, no desafio 

pelo IMNV aqui proposto, verificou-se um comportamento exatamente oposto, com maiores 

níveis registrados no hepatopâncreas, similares aos das brânquias, e níveis menores no intestino. 

As diferenças entre os sítios de expressão recrutados em cada tipo de infecção podem ser 

explicadas exatamente pelas principais estruturas afetadas em cada processo infeccioso, 

resgatando o conceito de tropismo viral (MCFADDEN et al., 2009; ZHU et al., 2013). 

Enquanto vibrioses e a WSS afetam diretamente o funcionamento do hepatopâncreas, a IMN 

se manifesta de forma mais evidente no músculo estriado e no órgão linfoide (LI; WENG; HE, 

2019; POULOS et al., 2006; VALENTE; WAN, 2021). Dessa forma, em uma infecção por 

IMNV é esperado que o hepatopâncreas tenha maior participação imunológica, uma vez que 

não é um dos órgãos preferencialmente afetados por esse patógeno e, portanto, permanece são 

por mais tempo. 

O gene codificante para a lectina LvLdlrCTL foi considerado o que teve os 

resultados mais significativos no presente estudo, com os maiores níveis de expressão relativa 

dentre as lectinas investigadas, além de apresentar comportamento constante no grupo controle. 

O gene em questão apresentou ainda sobreposição de picos de expressão, às 72 hpi, no 

hepatopâncreas e nas brânquias, sendo expresso mais de 25 vezes no grupo infectado por 

IMNV. Ao investigarem o gene LvLdlrCTL frente infecções por WSSV, Liang et al. (2019) 

observaram maiores índices de expressão também às 72 hpi, corroborando com os dados 
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encontrados no presente trabalho e, provavelmente, indicando que o gatilho para a síntese e a 

atuação dessa lectina se dá em torno de 3 dias após infecções por viroses. Ao analisarem a 

expressão da mesma lectina em infecções por vibrioses e componentes de células bacterianas, 

Liang et al. (2019) registraram regulações positivas mais significativas às 96 hpi, sugerindo que 

essa lectina age tanto contra vírus como também contra bactérias, mas por vias imunológicas 

diferentes e que são ativadas em momentos também diferentes, provavelmente por atuarem de 

forma complementar a diversas outras moléculas antimicrobianas recrutadas por PAMPs 

distintos (KULKARNI et al., 2021; TASSANAKAJON et al., 2018). 

Indo de encontro à tendência registrada por He et al. (2015), o gene LvAV foi 

regulado positivamente às 96 hpi pelo IMNV. Já em experimentos com WSSV os maiores 

níveis foram identificados às 2 hpi, apresentando perfis de expressão inversos. Paralelo a esses 

resultados, o silenciamento gênico da LvAV ocasionou uma redução da carga viral de WSSV, 

enquanto a injeção de rLvAV teve um efeito estimulador na replicação viral. Dessa maneira, a 

lectina LvAV parece favorecer a progressão infecciosa por WSSV (HE et al., 2015). Entretanto, 

como os perfis de expressão registrados apresentaram comportamentos inversos, espera-se que 

a LvAV atue antagonicamente ao IMNV, entretanto experimentos mais específicos precisam 

ser desenvolvidos para responder esse questionamento. 

O gene proPO-1, por sua vez, foi adicionado ao trabalho por ser um gene 

imunológico já bem descrito e de ação conhecida (AMPARYUP; CHAROENSAPSRI; 

TASSANAKAJON, 2013; CERENIUS; LEE; SÖDERHÄLL, 2008). Entretanto, no curso do 

delineamento experimental proposto, tal gene não se comportou de forma esperado no intestino 

e hemolinfa, sendo praticamente indetectável no tratamento controle. No hepatopâncreas e 

brânquias, por sua vez, a proPO-1 apresentou níveis condizentes de expressão, relacionando-

se com as expressões lectínicas e corroborando para a credibilidade dos dados gerados para 

esses dois tecidos. No hepatopâncreas a expressão foi regulada positivamente entre 72 e 96 hpi, 

enquanto nas brânquias esse fenômeno aconteceu entre 8 e 12 hpi, reforçando a ideia de que 

estruturas diferentes são recrutadas em momentos diferentes durante um processo infeccioso, 

provavelmente como resposta do organismo frente ao tropismo viral (SUTHAR et al., 2013). 
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6 CONCLUSÃO 

 

Podemos concluir que as lectinas imunológicas do camarão P. vannamei possuem 

sua expressão regulada positivamente durante infecções pelo IMNV, especialmente 

LvLdlrCTL e LvCTL5, e que provavelmente essas lectinas estão envolvidas em processos 

imunorreguladores e no recrutamento de hemócitos. Foi possível ainda associar a presença de 

um domínio extra do tipo LDLa e o alto potencial para modificações pós-traducionais à maior 

expressão da LvLdlrCTL. 
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GABIUS, H. J.; ANDRÉ, S.; JIMÉNEZ-BARBERO, J.; ROMERO, A.; SOLÍS, D. From 

lectin structure to functional glycomics: principles of the sugar code. Trends in Biochemical 

Sciences, [S. l.], v. 36, n. 6, p. 298–313, 2011. 
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