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“...Dai-me Senhor, a perseveranca das
das ondas do mar, que fazem de cada

recuo um ponto de partida para um novo
avanco...”

( Gabriela Mistral, poetisa)
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RESUMO

As doencgas sdo consideradas como o principal fator biologico capaz de limitar e
desestimular a carcinicultura no mundo. As viroses sdo, invariavelmente, as que causam
maior impacto e, por conseguinte, maiores prejuizos econdmicos registrados no setor. O virus
da Infeccdo Hipodermal e Necrose Hematopoiética — IHHNV acomete os camardes silvestres
e cultivados nas fases jovens e sub-adulta, mas ndo causa danos a saude humana. Para a
espécie Litopenaeus vannamei ¢ considerado de baixo impacto, levando a uma enfermidade
cronica denominada “sindrome da deformidade e do nanismo” (RDS), que compromete a
qualidade do produto com implicagdes econdmicas para a industria camaroneira. O presente
estudo teve por objetivo realizar testes de desafio com a espécie nativa do camardo
Farfantepenaeus subtilis para verificar o comportamento da mesma frente ao virus da IHHN.
Foram utilizados 200 camardes jovens saudaveis com peso corporal de 2,56 + 0,44g (média +
desvio padrdo; n = 200) mantidos em tanques individuais de 5,5L, em condi¢des monitoradas
que reproduziram os parametros ambientais de cultivo. Os animais foram desafiados de duas
maneiras: um grupo por ingestdo de tecido contaminado per os e outro por injecao
intramuscular do extrato contendo o virus, cada qual com seu grupo controle. Os grupos
controles tiveram tratamentos semelhantes, porém um grupo ingeriu musculo de camardo
IHHNYV negativo e outro recebeu extrato de musculo de camarao livre de [HHNV. Apds trés
dias de exposicdo ao IHHNV, os animais foram alimentados com racao comercial duas vezes
ao dia e observados quanto ao comportamento, mortalidade, muda e sintomas j& conhecidos
em espécies susceptiveis a doenca. O experimento teve duracdo de 30 dias, quando foram
colhidas aleatoriamente amostras de material bioldgico para contagem total de hemocitos,
analise histolégica e molecular. O estudo demonstrou que a espécie nativa Farfantepenaeus
subtilis capturada no Estudrio do Rio Pacoti no municipio de Eusébio, Estado do Ceara ¢

susceptivel a infec¢@o pelo virus da IHHN.

Palavras chave: virus, IHHNV, Farfantepenaeus subtilis, desafio, susceptibilidade.
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ABSTRACT

Diseases are the main biological factor that can limit and discourage the shrimp
culture worldwide. Virus infection is the main cause of impact and economic losses registered
in this sector. The Infectious Hypodermal and Hematopoietic Necrosis Virus (IHHNV) occurs
in both wild and cultured shrimp, mainly in the juvenile and sub-adult phases, although it does
not cause harm to human health. This pathogen is considered a low impact virus to
Litopenaeus vannamei, causing a chronic disease called "Runt Deformity Syndrome" (RDS),
which compromises the product quality and can have economic implications to shrimp
industry. This study aimed at verifying response of the native species Farfantepenaeus
subtilis in presence of the IHHN virus. The experiment utilized 200 healthy young shrimp
weighing 2.56 = 0.44g (mean * standard deviation), kept in single 5.5L tanks, under
monitored conditions similar to those found in shrimp culture farms. The animals have been
challenged in two ways: “per os” and by intramuscular injection, each one with its control
group. After three days of exposition to the virus, the animals were fed with a commercial
food two times a day, when were observed behavior, mortality, moulting and the signs for the
characteristic symptoms in species susceptible to this disease. The experiment was conducted
during 30 days. The shrimp were sample randomly for total hemocytes counting, histological
and molecular analyses. This study showed that the native species F. subtilis caught in

Pacoti River Estuary (Eusébio - Ceara - Brazil) is susceptible to IHHNV infection.

Keywords: IHHNV, virus, Farfantepenaeus subtilis, challenge, susceptible
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1. INTRODUCAO

A carcinicultura mundial tem merecido especial destaque n3o somente por sua
importancia econdOmica, mas também pela manutencao dos estoques naturais ameagados pela
pesca indiscriminada e polui¢do dos ecossistemas aqudticos. Existem trés pontos de
sustentacdo desta atividade: producdo de proteina de qualidade, geragdo de empregos e
preservagdo ambiental. Sem o respeito a esse trindmio, ndo havera atendimento aos interesses
sociais ¢ a sustentabilidade (Jory, 2004). No ano de 2005 foram produzidas 2.307.600
toneladas de camarao cultivado em todo o mundo (ABCC, 2006). As espécies mais cultivadas
sd0: Penaeus monodon (tigre gigante), Penaeus chinensis (camardo branco do oriente) e
Litopenaeus vannamei (camardo branco do ocidente). O Continente Asiatico € responsavel
por 83,69% da producdo mundial, sendo os principais produtores China e Tailandia e os
maiores mercados consumidores os EUA, Europa e Japao. Nos paises ocidentais, o cultivo de
camardo marinho cresceu muito na ultima década. Nos ultimos cinco anos houve uma
explosdo desta atividade no Brasil, que ocupa a décima posi¢do na produgdo mundial e a
segunda no hemisfério ocidental. (Rocha, 2005).

A Regido Nordeste ¢ a principal produtora de camardo marinho cultivado no Brasil,
com 93,1% da produ¢do nacional, sendo o Estado do Rio Grande do Norte o lider de
produgdo, seguido pelo Ceard. Nos anos de 2004 e 2005 houve uma queda de producao e
produtividade na carcinicultura brasileira ocasionadas por diversos fatores dentre estes, as
enfermidades virais com destaque para a Mionecrose Infecciosa Viral (IMNV) (Rodrigues,
2005).

A espécie exotica L. vannamei importada do Pacifico tem sido a eleita para cultivo
pelos paises do mundo ocidental (Barbiere & Ostrenski, 2002). Nos ultimos anos vem
crescendo o seu cultivo no Oriente, principalmente na Taildndia, tendo se tornado a espécie
mais cultivada mundialmente, desde 2004 (ABCC, 2006). O cultivo deste crustaceo decapode
foi introduzido no Brasil nos anos 80, mas somente no inicio dos anos 90, com valida¢des
tecnologicas, demonstrou supremacia sobre as espécies nativas, por apresentar uniforme taxa
de crescimento, facil adaptabilidade as diferentes condi¢cdes de meio ambiente, altas taxas de
sobrevivéncia, facil reprodugdo em laboratorio e ter boa aceitagdo pelo mercado internacional.
Contudo, essa espécie € bastante vulneravel a enfermidades virais e bacterianas (DPA, 2001).

Quando espécies exoticas sao introduzidas no ambiente natural podem causar impactos

ambientais gerados pela competicdo e predacdo das espécies nativas, podendo leva-las a
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extingdo (Primack & Rodrigues, 2001). Outro fator impactante, especialmente na criacao de
camarao em cativeiro ¢ a possibilidade de transmissdao de doengas para os estoques naturais
das areas de em torno das fazendas. Dada a fragilidade da sustentacdo de cultivos baseados
em uma Unica espécie, devido ao risco de queda da produgdo por sua susceptibilidade ao
ataque de doengas, perda da variabilidade pela freqiiéncia de consangiiinidade, bem como
alteragdo na biodiversidade natural, por se tratar de uma espécie exoOtica, considera-se o
cultivo de camardes nativos um fator de alta prioridade para o pais (Borghetti et al., 2003).

De acordo com Maia & Nunes (2003), a capacidade de adaptacdo da espécie nativa
Farfantepenaeus subtilis ao sistema de engorda intensiva € positiva, indicando a possibilidade
concreta da sua cultura em densidades de estocagem semelhantes as praticadas para o L.
vannamei.

A domesticagdo de espécies silvestres e o €xito de sua exploracdo nos cultivos com fins
comerciais ndo podem prescindir do conhecimento de sua biologia, quanto aos aspectos
reprodutivos, nutricionais e de saide. Os conhecimentos desses aspectos podem contribuir
para geracdo de tecnologias, e conseqiientemente assegurar o sucesso do empreendimento, no
entanto poucos estudos tém sido realizados em espécies nativas (Brock & Main, 1994).

Algumas vantagens para estimular o cultivo do F. subtilis sdo: encontrar-se distribuida
por toda costa do Nordeste Brasileiro, possuir télicum fechado, o que facilita a reproducao em
cativeiro, disponibilidade de fémeas maduras e pds-larvas em ambiente natural e preco alto no
mercado. Esta espécie ja foi cultivada no Brasil nos anos 80, porém a inexisténcia de racao
balanceada e de pacotes tecnoldgicos de cultivo foram os principais entraves que
inviabilizaram o cultivo comercial desta espécie (Nunes, 1995).

A presente pesquisa teve como objetivo avaliar a susceptibilidade da espécie nativa F.
subtilis ao virus da Infeccdo Hipodermal e Necrose Hematopoiética (IHHNV) que
freqlientemente acomete a espécie exotica cultivada L. vannamei. Segundo Lightner (1996a) e
Tang & Lightner (2002), ndo se sabe se as espécies de camardes selvagens do Golfo do
Meéxico, do Caribe e da costa do Atlantico sdo susceptiveis a infec¢do por esse virus. Os
resultados obtidos poderdo servir de subsidio para o cultivo de F. subtilis, como alternativa de
ampliagdo do numero de espécies cultivadas e conseqiientemente, contribuir para a

sustentabilidade do setor produtivo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A espécie nativa Farfantepenaeus subtilis (Perez-Farfante, 1967)

As espécies de camardo de maior importancia econdmica que habitam a costa brasileira
sao da familia Penaeidae, pertencendo a dois géneros: Farfantepenaeus € Litopenaeus (Perez-
Farfante, 1997).

O camardo rosa Farfantepenaeus subtilis foi descrito originalmente por Perez-Farfante
(1967) como a sub-espécie Penaeus aztecus subtilis. Em 1972 Borukovsky propds o sub-
género Farfantepenaeus, que incluia a espécie Penaeus aztecus. Numa recente revisao
taxondmica da familia Penaeidae (Perez-Farfante & Kensley 1997), Farfantepenaeus passou
para o nivel de género. Apesar de controvérsias filogenéticas a nomenclatura mais usada hoje
em dia para esta espécie ¢ Farfantepenaeus subtilis resultando na seguinte classificagdo
taxondmica:

Filo- Arthropoda

Superclasse- Crustacea

Classe- Malacostraca

Subclasse- Eumalacostraca

Superordem-Eucarida

Ordem- Decapoda

Subordem- Dendrobranchiata

Superfamilia- Penaeoidea

Familia- Penaeidae

Género- Farfantepenaeus

Espécie- Farfantepenaeus subtilis

Maggioni et al. (2001) realizaram estudo filogenético molecular nas espécies de
camardes do Atlantico Ocidental e concluiram que a reconstrugao filogenética baseada no 16S
mitocondrial confirma o status monofilético dos géneros Farfantepenaeus e Litopenaeus
descrito por Perez-Farfante & Kensley (1997).

O camarido F. subtilis ¢ conhecido no Brasil como camardo marrom, camardo rosa
entre outras denominagdes. Quanto a morfologia, a espécie apresenta: rostro serrilhado que

ultrapassa o pedunculo ocular com dentes dorsais e ventrais. O sulco adrostral ¢ relativamente
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curto estreitando-se a medida que se aproxima da extremidade distal do cefalotorax. (Perez-
Farfante, 1969). A fémea possui télico fechado, situado na altura do 5° par de pereidopodos. O
macho apresenta o petasma com por¢do distal aumentada na largura formando um arco.
(Perez - Farfante, 1975).

A distribuicdo geografica, dessa espécie vai desde as Antilhas ao longo da costa
ocidental atlantica da Ameérica Central ¢ do Sul até o litoral do Rio de Janeiro no Brasil,
(Figura 1), sendo pescada industrialmente desde a Venezuela até o Nordeste do Brasil e
ocorre, preferencialmente, em fundos brandos de lodo e lama, até¢ profundidades de 190m
(Holthuis, 1980).

Durante o ciclo de vida, a espécie F. subtilis habita bidtopos bem diferentes,
caracterizados pela distancia da costa ou pelo grau de salinidade da dgua. Durante a desova
migra para aguas profundas e durante o desenvolvimento larval, nas fases de ndauplio,
protozoae e mysis permanece no ambiente marinho pertencente ao plancton. No estagio de
pos —larva migra em direcao a costa através de um processo complexo que envolve migracao
vertical e corrente de marés. Ao chegar aos estudrios e em lagoas costeiras de dguas rasas e
salobras, as pds-larvas vao a busca de protecao e alimenta¢cdo adequada, mas também sdo alvo
da pesca artesanal. Depois em alguns meses, os subadultos migram para o mar, onde maturam
e realizam sua primeira desova. (Garcia, 1977; Issac & Dias Neto, 1992; Trujillo & Gesteira,
1997).

A reproducdo do F. subtilis ¢ igual aos demais peneideos onde existem duas época s de
maior intensidade de desova, dando origem, portanto a duas coortes por ano (Garcia, 1985).
Santana (2005), estudando a morfologia do sistema reprodutor feminino da espécie F. subtilis
concluiu que este ¢ formado por ovarios e ovidutos pares e télico. A mesma autora observou
que o ovario apresenta sete pares de lobulos laterais, sendo o Gltimo par menos desenvolvido,
os ovidutos sdo tibulos translicidos ligando o 6° par de lobulos ovarianos aos gonoporos € o
télico apresenta cerdas distribuidas em toda superficie das placas.

Quanto aos aspectos nutricionais, os camardes peneideos, em geral, apresentam habito
alimentar continuo e freqiiente (Hill & Wassenberg, 1987). Nunes & Parsons (2000)
verificaram que o F. subtilis é capaz de restabelecer a alimentagdo logo apos uma refeicao
inicial, porém o consumo alimentar ¢ restrito a um determinado valor, provavelmente
associado ao volume estomacal. A espécie F. subtilis por ser carnivora, quando em cativeiro
exige uma ra¢do mais elaborada possivelmente mais rica em proteinas, ndo havendo

atualmente no mercado, racdo que atenda suas exigéncias nutricionais (Nunes, 1995).
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O sistema imune de crustaceos diferentemente dos vertebrados ndo ¢ especifico € nao
possui nenhuma capacidade de memoria, portanto, ele ndo apresenta imunidade adquirida.
Apesar disso, ¢ considerado um sistema complexo, eficiente e altamente desenvolvido que
compreende as barreiras fisico-quimicas representadas por um exoesqueleto rigido de quitina,
intestino revestido por membranas peritroficas, além de componentes humorais e celulares
(Smith, 1991). As reacdes de defesa estdo associadas a hemolinfa, tecido fluido composto por
uma fracdo celular representada pelos hemocitos, € uma parte liquida, representada pelo

plasma, onde residem os fatores humorais (Newman & Bullis, 2001; Barracco, 2004).
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Figura 1- Mapa localizando a distribui¢cdo geografica do camardo Farfantepenaeus subtilis.
(Cedido por Leonardo Hislei )
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2.2. O Virus da Infeccao Hipodermal e Necrose Hematopoiética (IHHNYV)

Atualmente sdo conhecidas mais de vinte enfermidades virais que acometem os
camardes marinhos e que causam grandes impactos na economia global da industria
camaroneira. Estes virus constituem um fator de grande risco para a producdo mundial de
camardo, pois ja causaram grandes perdas na Asia, Indo-pacifico ¢ nas Américas (Lightner,
2004). Os patdgenos virais de maior significancia listados pelo Escritério Internacional de
Epizootias (OIE) da Organizacdo Mundial da Saude Animal sao o WSSV, TSV ¢ YHV. O
Virus da Mancha Branca (WSSV) que surgiu inicialmente na Asia e depois se disseminou
pelas Américas ¢ um virus de elevada infectividade, podendo causar até 100% de mortalidade
apods a manifestagdo dos seus sintomas. O Virus da Sindrome de Taura (TSV) foi descoberto
em 1992 em fazendas do Equador e depois se espalhou para outros paises das Américas, ele
provoca uma doencga grave que pode levar a 95% de mortalidade nos camardes cultivados. O
Virus da Cabeca Amarela (YHV) foi descoberto em 1991 em fazendas da Tailandia devido a
alta mortalidade observada em cultivos de P. monodon, tendo causado graves prejuizos nos
cultivos de camarao em todo mundo.(Lightner, 2005).

O Virus da Infec¢do Hipodermal e Necrose Hematopoiética (IHHNV) também esta
listado entre os patdgenos de significancia devido as perdas cumulativas que pode causar aos
cultivos. E o menor dos virus que ataca os camardes peneideos, apresenta simetria
icosaédrica, ndo envelopado, tamanho aproximado de 22 nm, com uma densidade de 1,40
g/ml em CsCl. Contém DNA de fita simples com 4,1 kb (GenBank AF218266) e tem um
capsideo com os quatro polipeptidios de peso molecular 74, 47, 39 e 37,5 kD. Por causa
destas caracteristicas, o IHHNYV foi classificado como um membro da familia Parvoviridae e
provavelmente membro do género Brevidensovirus (Bonami et al.,1990; Bonami & Lightner,
1991; Shike et al., 2000).

O IHHNV foi descoberto nas Américas em 1981 por causar doenga aguda com alta
mortalidade (superior a 90%) na espécie Litopenaeus stylirostris (camarao azul do Pacifico),
em fazendas de cultivo no Hawai. Os individuos apresentavam nas fases jovem e sub-adulto
sintomas clinicos como marcada diminui¢cdo de consumo de alimento, elevados percentuais de
morbidade e mortalidade, obstrucdo das branquias e apéndices corporais por organismos
epibiontes e epicomensais (Lightner et al., 1983). Ao mesmo tempo, foi verificado que as

larvas e pos-larvas infectadas com o IHHNV eram assintomaticas.
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A susceptibilidade da infe¢do pelo virus IHHN varia entre os géneros e espécies de
peneideos. O virus se caracteriza por provocar infec¢des persistentes e latentes em populagdes
de L. stylirostris, e ser menos virulento para as espécies P. monodon e L. vannamei, levando a
uma enfermidade cronica denominada ‘“sindrome da deformidade e do nanismo” (RDS),
caracterizada por deformidades do rostro, antenas enrugadas, aspereza da carapaga,
deformidades cuticulares, indices reduzidos de crescimento com camardes de pequeno
tamanho, levando a uma perda cumulativa na indtstria camaroneira (Bell & Lightner, 1984;
Brock & Lightner, 1990; Kalagayan et al., 1991). As espécies Fenneropenaeus indicus e F.
merguiensis sao refratarias ao IHHNV (Lightner et al., 1983; Lightner, 1988). Shike et al.,
(2000) wverificou através do seqiiénciamento gendmico que o IHHNV ¢ similar ao
Brevidensovirus que ataca mosquitos. Tang et al., (2000) confirmaram por técnicas de
biologia molecular e por histologia que pos-larvas e juvenis de linhagens selecionadas de
espécie L. stylirostris foram resistentes ao IHHNV. Tang et al., (2003), em estudo de desafio
com a espécie L. stylirostris, verificou que a pré-infec¢ao com IHHNV induz a resisténcia
contra o virus da Mancha Branca (WSSV). Estudos posteriores com Penaeus monodon
revelaram através de testes de PCR que na Australia e em Madagascar foi encontrado o tipo A
de IHHNV com seqiiéncia de nucleotideos diferente da encontrada no Hawaii (Krabsetsve et
al., 2004). Contudo, pesquisa realizada recentemente revelou que o IHHNV tipo A na
realidade ¢ uma seqiiéncia que faz parte do genoma do P. monodon da Africa e Australia
(Tang & Lightner, 2006).

A transmissao da doenca pode ocorrer de forma vertical, geralmente, através das
fémeas infectadas que passam o virus para o embrido e eventualmente, através do esperma do
macho. Essa forma de transmissdo pode ser o fator mais importante do aumento da
prevaléncia do ITHHNV em camardes domesticados. Ja a transmissdo horizontal se da
principalmente por canibalismo ou através da dgua contaminada (Motte et al., 2003). A
transmissao viral através de vetores tem sido estudada, e aves aquaticas como as gaivotas tém
sido relatadas como transmissores do IHHNYV através das fezes (Vanpatten ef al., 2004).

O IHHNV tem ampla distribuicio mundial, no hemisfério oriental, encontra-se
distribuido tanto em camardes selvagens como em cultivados. Esta enfermidade ja foi
registrada nas Filipinas, Japao, Tailandia, Singapura, Indonésia, Oriente Médio, Polinésia
Francesa, Nova Caledonia. No hemisfério ocidental encontra-se distribuido na Costa do
Pacifico desde o Peru até o México, tanto em espécies de camardes peneideos cultivados
como selvagens. Apesar do IHHNYV ter sido detectado em regides do Pacifico, ndo se sabe se

as espécies de camardes selvagens do Golfo do México, do Caribe e da costa do Atlantico sdao
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susceptiveis a infecgdo. (Lightner,1996a; Owens et al, 1992; Pantoja et al, 1999; Tang &
Lightner, 2002).

O IHHNV infecta os tecidos de origem ectodermal (branquias, epiderme, epitélio
hipodermal, parte anterior e posterior do trato digestorio, corddo nervoso ventral e ganglios
associados) e mesodermal (6rgao hematopoiético, glandula antenal, gonadas, 6rgao linfoide,
tecido conjuntivo e musculo estriado) e raramente os tecidos derivados do endoderma (Bell &
Lightner, 1984; Lightner, 1996b). O diagnoéstico clinico pelo método histologico, em
preparacgdes coradas pela hematoxilina e eosina, se baseia na presenga de “corpos de inclusao”
tipo Cowdry A (CAls), intranucleares, bastante proeminentes, eosinofilicos em nucleos
hipertrofiados com cromatina marginada. Esses corpos de inclusao podem ser facilmente
confundidos com os apresentados pela infe¢do com o virus da Mancha Branca (WSSV).
Porém, o que vai diferenciar as duas doengas ¢ que o corpo de inclusdo da WSSV se apresenta
maior, palido e sem halo (Lightner, 1996b).

Os métodos moleculares que utilizam marcadores genéticos especificos para o
diagnoéstico do IHHNV sdo Dot-blot, Hibridizacao in sifu, Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), PCR em Tempo-Real e Loop-mediated Isotermal Amplification (LAMP). Os métodos
baseados em PCR sdo muito sensiveis e especificos, sendo capazes de produzir em poucas
horas quantidades detectaveis da seqiiéncia alvo, at¢ mesmo quando esta ¢ minima na amostra
original. Sua vantagem consiste em detectar niveis muito baixos de infec¢do, tornando o
diagnoéstico mais preciso. Porém, esse método exige técnicos especializados e produtos e
equipamentos de alto custo. A hibridizacdo in situ ¢ menos sensivel ¢ demanda mais tempo
para o diagnostico, ja a reagdo de amplificagdo em LAMP ¢ um método novo que possui alta
sensibilidade, ¢ barato e o diagndstico € rapido. (Lightner ef al.,1992; Tang & Lightner, 2001;
Dhaer et al., 2001; Sun et al., 2006).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta, Aclimatagio e Identificacio da espécie.

Nesta pesquisa foram utilizados 200 camardes juvenis da espécie F. subtilis com 2,56
+ 0,44 g (média + desvio padrao; n = 200). Foram realizadas trés coletas durante o més de
julho de 2005, onde os animais foram capturados por meio de rede de arrasto em ambiente
natural no Estuario do Rio Pacoti no municipio de Eusébio, Estado do Ceara (Figuras 2, 3 e 4)
transportados em recipientes de 50L, providos de aeracdo constante, até o Laboratorio de

Bioensaio, do Instituto de Ciéncias do Mar (Labomar/UFC).

38725 26"W 38°25'10°W 3825121564473

3495559576503
3495559576503

Fonalez%

Ceara

Situagio Geografica
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1

Brasil

T
38°25'26'W 38°2519'W 38°2512V564473

Figura 2- Mapa localizando area de coleta do camardo Farfantepenaeus subtilis.

Os camardes foram aclimatados em quatro tanques de 500L (123 camardes/m?),
contendo dgua do mar filtrada com salinidade 30,0; pH 7.8 £ 0,5; temperatura 27,0 + 2,0°C e

oxigenio dissolvido 6.4 + 0,2mg. A identificacdo da espécie foi feita em lupa Leica Zoom 200
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e seguiu a chave proposta por Perez-Farfante & Kinsley (1997), que diferenciou a espécie
através das seguintes caracteristicas: cor geralmente marrom podendo apresentar-se
acinzentado, exoesqueleto contendo cromatdforos em toda sua extensdo, rostro apresentando

espinhos dorsais e ventrais, sulcos adrostrais relativamente curtos, estreitando-se a medida

que se aproxima da margem posterior da carapaga e télico fechado (Figuras 5 ¢ 6).

Figura 3- Localizacdo do ponto de coleta do camardo  Figura 4 - Coleta com rede de arrasto do camardo
F. subtilis, no estuario do rio Pacoti. F. subtilis, no estuario do rio Pacoti.

Figura 5- Identificagdo da espécie F.subtilis. Figura 6- Identificagdo da espécie F.subtilis.
Visdo da extensdo do sulco adrostral. Visao dos espinhos rostrais.
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3.2. Desenho Experimental

Depois de identificados, os 200 camardes foram individualmente distribuidos em
tanques de plastico retangulares de cor cinza contendo 5,0L de dgua marinha clorada, filtro
biologico e aeragdo constante. Os tanques foram arranjados em seis estantes plasticas com
controle de luz (Figura 7). Antes de iniciar o desafio, foi coletado um pledpodo de cada
individuo, extraido DNA e feito PCR para certificagdo de que os animais estavam livres do
virus IHHN. Apo6s o periodo de aclimatagdo de sete dias, iniciou-se o desafio que teve

duracdo de 30 dias (20/9 a 19/10 de 2005).

Figura 7- Visdo do sistema experimental adotado durante os testes de desafio.

A exposigdo ao virus se deu de duas maneiras: ingestao de tecido contaminado pelo
IHHNYV (per os) e injecdo intramuscular de extrato viral. Cada tratamento teve um grupo
controle. Apos a exposi¢do ao virus, foi estabelecido um calendario de forma que em 30 dias
todos os animais foram sacrificados para analise. As datas de coletas foram no 5°, 10°, 15°,
20° e 30° dia p6s — desafio. Foram realizadas cinco coletas aleatorias de 40 animais, 10
individuos de cada tratamento e 10 de cada controle. Antes de sacrificar o animal, foi feita a

pesagem, coleta de hemolinfa para Contagem Total de Hemocitos (CTH) e extragdo de
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pledpodos para teste diagndstico de biologia molecular (PCR). Em seguida cada individuo foi
fixado com solugdo de Davidson para posterior analise histologica. A metodologia seguida foi
a descrita por Lightner (1996b). Os animais que morreram nos dois primeiros dias, pos-
tratamento, foram coletados e substituidos, apos este periodo os que morreram fora das datas
previstas de coleta foram analisados somente pelo método de PCR. Antes e ap6s o processo
de contaminacdo, os camardes foram alimentados duas vezes ao dia com racdo comercial
peletizada (Camaronina 35 HP, Purina do Brasil) na propor¢do 3,5% do peso corporal. Os
individuos foram mantidos em condi¢des laboratoriais, onde semanalmente foram medidas a
salinidade, a temperatura ¢ o oxigénio dissolvido, que foi mantido em fonte continua. Os
animais foram monitorados diariamente para registro de muda, comportamento e observagao

de sinais clinicos, que pudessem ser relacionados a ag¢do do virus.

Formas de exposicao ao IHHNYV - Protocolo proposto pela OIE 2003.

Tratamento I — Cinqgiienta camardes livres do patdégeno investigado foram
alimentados durante trés dias com tecido da espécie L. vannamei infectado com ITHHNV
comprovado por PCR. A exposicdo oral (per os) foi feita uma vez ao dia em substituicdo a um
dos arragcoamentos, em quantidade proporcional a 3,5% do peso corporal (Figura 8). Os 50
animais do grupo controle foram alimentados similarmente durante trés dias, porém com

tecido de L. vannamei livre de IHHNV.

Figura 8 - Ensaio I (Via oral).
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Tratamento II — Cinqlienta animais sadios foram expostos ao virus através de injecao
intramuscular de extrato viral do tecido da espécie L.vannamei infectado com IHHNV. Na
inoculacdo em apenas um dia, foi injetado um volume de 0,0lml por grama de peso, no
terceiro segmento abdominal, utilizando-se uma seringa BD estéril de um ml e agulha BD
0,45 x 13 (Figura 9). Os 50 animais do grupo controle tiveram o mesmo tratamento, porém o

extrato injetado foi de musculo de L. vannamei livre de IHHNV.

Figura 9- Ensaio II (Via intramuscular)

3.3 Preparaciao do extrato viral

A preparagdo do extrato viral seguiu a metodologia proposta pela Organizagdo
Mundial da Satde Animal (OIE, 2003; White et al., 2002) (Figura 10). Foram pesadas duas
gramas do tecido contaminado com IHHNV, feita dilui¢do 1: 5 em tampao TNE (Tris-NaCl-
EDTA), homogeneizada mecanicamente, centrifugada a 12.000 rpm por 15min. e recuperado
o sobrenadante que continha a particula viral.

O sobrenadante foi diluido a 1:10 depois 1: 100 em solugdo salina estéril (2%) e em

seguida filtrado em membrana de acetato celulose 0,22 pum, utilizando-se seringa com suporte



Coélho, M. G. L. Susceptibilidade do Camardo Rosa...

16

de filtro Swinny de acgo inoxidavel 13mm para facilitar a remo¢dao de contaminantes

bacterianos. O extrato filtrado foi usado no desafio viral injetando-se 0,01 mL por grama de

peso do camardo, no segundo segmento abdominal.

2g de Tecido Recuperacdo
contaminado Centrifuga do sobrenadante
com |HHNV com virus
Maceragdo £ 9 \/
12000RPM/15min

‘ Diluigao

Congelar a « Salina
-20°C Filragdo (1:10 a 1:100)
(0,22um)

Figura 10- Preparacdo extrato viral a partir de musculo contendo IHHNV (OIE, 2003; White et al., 2002).

3.4 Obtencao do Controle Positivo

O Controle Positivo foi obtido através da extragdo de DNA do musculo de camardo da

espécie L.vannamei com sintomas de IHHNV, proveniente de uma fazenda localizada no

baixo Jaguaribe.

A PCR revelou banda em 389pb e a especificidade da banda foi comprovada a partir
do seqiienciamento no Nucleo de Gendmica e Bioinformatica-NUGEN, uma unidade multi-

usuario pertencente a Faculdade de Veterinaria - FAVET, Universidade Estadual do Ceara —

UECE.
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3.5 Analise das amostras

3.5.1 Contagem Total de Hemocitos (CTH)

Para a coleta da hemolinfa nas cinco amostragens foram utilizadas seringas de ImL
contendo solugdo tamponada Tris-HCL 1M (Tris-HCI 0,01M; Sacarose 0,25M; Citrato de
Sédio 0,1M; pH 7,6 e formalina a 5%), usada como anticoagulante na proporcao de 1: 3. A
hemolinfa foi retirada da regido ventral do hemocelo no inicio do primeiro segmento
abdominal. O material foi transferido para micro tubos e mantido sob refrigeragdo. O
procedimento para a Contagem Total de Hemocitos (CTH) foi semelhante ao usado para a
contagem de células sanguineas humanas, utilizando camara de Neubauer e analisadas em

microscopio de luz (Hennig ef al., 1999).

3.5.2 Histologia

Os camardes foram removidos dos aquarios conforme calendario, e fixados em
solugdo de Davidson (Bell & Lightner, 1988). Apds 24h foram transferidos para alcool 70%.
Durante o processamento, obedecendo a técnica de histologia classica de Junqueira &
Carneiro (2004), as amostras foram secionadas em trés partes: cefalotorax, terceiro e sexto
segmento abdominal, a seguir foram submetidas a desidratagdo em série crescente de alcool e
clarificadas em xilol. A infiltracdo em parafina foi realizada em estufa 4 60°C. Os cortes de
4um foram fixados em laminas, corados por Hematoxilina & Eosina e observadas em
microscopio de luz. As andlises histologicas foram baseadas na literatura de patologia de

crustaceos (Brock & Main, 1994; Lightner, 1996b).

3.5.3 Extracao do DNA

O protocolo aplicado para a detecgcdo do virus em estudo, pelo método de PCR, foi o
descrito pela Organizacdo Mundial da Satide Animal (OIE-2003) e Maniatis et al. (1989)
(Figura 11), que envolve trés etapas: Extragdo do DNA, Amplificagdo e Eletroforese. Foram

extraidos cinco pledpodos de cada individuo colocados em tubos estéreis, etiquetados e
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imediatamente congelados a — 20° C. Para extracdo do DNA total do musculo contido nos
pledpodos, foi utilizado reagente DNAzol (Invitrogen Life Tecnologies), seguindo — se
protocolo recomendado pelo fabricante.

Cerca de 50mg de tecido foi pesado e macerado em um tubo de 1,5mL juntamente com
500uL. de DNAZzol, agitado e deixado em temperatura ambiente por 30 min. Em seguida foi
centrifugado a 13.000 x g por 10 min, recuperado o sobrenadante, adicionado 500uL de
alcool absoluto, misturado suavemente e deixado em repouso por 3 min. Novamente
centrifugado 4 13.000 x g por 5 min para precipitar o DNA e eliminado o sobrenadante. A
seguir foi feita a ressuspensdo do precipitado adicionando 500uL de alcool 95%, misturado
suavemente seis vezes ¢ deixado sedimentar por 1 min. Descartou-se o sobrenadante e foi
deixado para secar em temperatura ambiente por 10 min. Solubilizou — se 0 DNA em 200ul de
Hidréxido de Sodio (NAOH) — 8 Mm e foi adicionado 20uL de tampao Hepes (0,1M) para
neutralizar o pH. Em seguida foi feito gel de agarose a 2%, contendo brometo de etidio para

verificacao da qualidade do DNA extraido.

500ulL de .
DNLAzoI Centrifuga Recuperacao

do sobrenadante
Maceracadao

U' = - | -

30 min L)

50ug de repouso 13000RPM/10min

musculo
Centrifuga ‘

<= <= 500uL
Nuvem de dalcool absoluto
DNA

@®
13000RPM/Smin

Solubilizar

‘ . o DNA
2 min 200 uL de NaOH (8mM)
_ repouso )
Ressuspensao
dlcool 95% U ‘ 0 - U
g Adicionar
Secagem ‘ 20uL do HEPES
10 min

Gel 2%

Figura 11 - Extracdo do DNA pelo protocolo padrao do reagente DNAzol
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3.5.4 Reacio de PCR para deteccio do IHHNYV no musculo do camarao desafiado.

Como estd demonstrado na Figura 12, foi feita uma mistura (MIX) contendo 1uL dos
primers 389F e 389R cujo desenho da seqiliéncia de bases foi o descrito no GenBank
AF218266 (Tabela I) e os demais reagentes (Tabela II) para volume total de 25uL. Em
seguida foi adicionado 24puL dessa mistura em tubos de 100uL juntamente com IpL do DNA
extraido do desafio I e controle e desafio II e controle. Cada ensaio incluiu um controle
positivo e um controle negativo. Em seguida foram levados ao termociclador para a
amplificacdo do DNA, iniciando com um ciclo de desnaturacdo por 5min a 95°, seguido por
35 ciclos de 30s a 95°C, 30s a 55°C e 1min a 72°C e um passo final a 72°C por 7min (Tabela
I11).

24 uL do MIX
; +
DNA (amostra) 1 uL de DNA
MgCl, _
DNTPs
{ Tampdo »
Taq Polimerase
Agua pura
25(L de :
MIX \ Primers 389 F/R

\ 4

Termociclador

€ . .

Figura 12- Reagdo de PCR para deteccdo do IHHNV usando protocolo descrito pela Organizacdo Mundial da
Satde Animal (OIE-2003) e Maniatis ef al. (1989).

Gel 2%

Revelacdo com
brometo de etidio
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Tabela I- Primers usados na reacdo de PCR para deteccdo do IHHNV
Seq. Ref. GenBank AF218266

Virus Primers (5°-3") Posicio na seq.
de referéncia
F: 5°-CGG-AAC-ACA-ACC-CGA-CTT-TA-3’ 1.180

[HHNV

R: 5°-GGC-CAA-GAC-CAA-AAT-ACG-AA-3’  1.460

Tabela II - Preparacio do MIX de PCR para deteccdo do IHHNV

PCR reagentes IHHNYV (volume 25ul) Concentragoes Finais

H,0 pura 16.30ul qgsp

MgCl, 1.0pl 2mM

dNTPs 2.0ul 200mM
Tampao 2.5ul 20mM Tris-HCI (pH 8,4)

50mM KCl
Primer F 1.0ul 0,4 uM
Primer R 1.0ul 0,4 uM
Enzima Taq 0.2ul 0,04 U/ul

Amostra 1.0ul n.a.

Concentracdo dos reagentes fabricados pela INVITOGEN: dNTPS ( 2,5mM cada), MgCl, (50mM),

Primer’s (10pmol/uL), Tampao PCR 10x, Taq.brazilian( SU/uL )

Tabela III - Parimetros de termociclagem para deteccio do IHHNV

Tempo Temperatura N° ciclos
Primers
Smin 95° 1
THHNV 389 F/R 305 30s, Imin 95°C, 55°C,72°C 35

7min 72°C 1

20
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3.5.5 Eletroforese

Apo6s completar o numero de ciclos, 10uL do produto do PCR (amostras e controles)
foram aplicados em gel de agarose 2%, imerso em 150 ml do tampao TAE 1x (Tris- acetato

4mM e EDTA 1mM) contendo 2uL de brometo de etidio 10mg/mL. Apos a corrida, o gel foi

levado ao transluminador e visualizado em UV, fotografado e os resultados interpretados

(Figuras 13 ¢ 14).

Figura 13- Corrida em gel de agarose a 2% Figura 14- Fotodocumentagio do PCR.

3.5.6 Hibridizacao in situ

Os blocos contendo tecido dos individuos que foram PCR reagentes, foram enviados
para o Laboratorio de Agqiiicultura, Patologia e Ciéncias Veterindrias / Microbiologia da
Universidade de Tucson- Arizona (USA) para serem analisados por um segundo método
diagnostico, a técnica de hibridizacdo in situ. Cortes de 4um foram obtidos dos blocos,
processados ¢ em seguida foram utilizadas sondas de DNA complementares de alta
especificidade.

As sondas de DNA usadas no protocolo de hibridizagdo in situ foram marcadas com

digoxigenin (DIG), método de marcacdo com iniciadores aleatorios (Lightner,1996). O kit de
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deteccdo usado foi Boehringer Mannheim Biochemical. A concentracdo da sonda foi
determinada pelo método direto descrito no kit, que utiliza o controle DIG-DNA marcado e
compara com a sonda marcada. A concentracdo final das sondas de DNA foi de 10 - 25 ng
para 1ml da solugdo de hibridizacdo. A hibridizacdo in situ ¢ uma técnica mais sensivel que a

imuno-histoquimica, porém inferior a reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

3.5.7 Seqiienciamento

As amostras que ap6s PCR revelaram bandas em 389pb foram encaminhadas ao Nucleo
de Gendmica e Bioinformatica- NUGEN-UECE, para seqiienciamento por ciclagem, pelo
método modificado de Sanger (Hillis & Moritz,1996), usando a mistura comercial BigDye
Terminator v3.0 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) segundo
recomendacdes do fabricante. A pesquisa foi feita para confirmar a similaridade entre as
bandas encontradas e as seqiiéncias no GenBank, usando ferramenta BLAST do Nacional
Center for Biotechnology Information (NCBI) disponivel em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O desafio de susceptibilidade ao IHHNV, ao qual foram submetidos camardes juvenis
da espécie F. subtilis durante 30 dias, tendo 100 animais desafiados (50 via oral e 50 via
intramuscular), resultou em baixa mortalidade, indicando que esse virus ndo causa infec¢ao
letal a espécie investigada e que a mesma tem boa tolerdncia ao patogeno. Esse resultado
confirma a variagdo de susceptibilidade da infeccdo pelo IHHNV entre as espécies de
peneideos. Lightner et al. (1983a) verificou que o referido virus causava doenca aguda com
alta mortalidade no camardo Penaeus stylirostris, ja para individuos das espécies P. monodon
e L. vannamei se apresenta menos virulento, com baixa mortalidade (Kalagayan et al., 1991).

Dos individuos desafiados por via oral, seis morreram nas duas primeiras semanas ¢
destes apenas dois se apresentaram reagente para o IHHNV. Nao houve mortalidade nos
animais desafiados via inje¢do intramuscular, nem nos grupos controle. Sinais clinicos da
infeccdo pelo IHHNV, descritos por Kalagayan et al. (1991) para a espécie L. vannamei,
como deformidades do rostro, antenas enrugadas, aspereza da carapaca, deformidades
cuticulares ou indices reduzidos de crescimento, ndo foram detectados em F.subtilis durante o
periodo experimental.

Dos 50 animais que se alimentaram com tecido IHHNV positivo, cinco (10%) se
mostraram susceptiveis a infec¢do. O DNA isolado e submetido a andlise de PCR usando
primers 389F e 389R apos amplificagdo confirmou 100% de similaridade com o IHHNV.

J& nos 50 animais que receberam inje¢do intramuscular do extrato viral, ndo foi
verificada replicagdo do IHHNV, sugerindo que os mesmos foram resistentes ao virus
inoculado ou que o numero de copias do genoma viral ndo foi suficiente para ser detectado
pelo método tradicional de PCR (Tabela IV). Apesar de nao ter sido possivel dosar a carga
viral do extrato inoculado ou no musculo ofertado, acredita-se que a baixa prevaléncia de
contaminagdo via oral e a auséncia de infeccdo pela injecdo do extrato pode ser devida a
resposta individual que os organismos manifestam frente a um agente potencialmente
infectante. Dhar et al. (2001) testando linhagens do super camardo P. stylirostris frente a
in6culos dos IHHNV e WSSV usando a ferramenta “Real-Time Quantitative PCR” como
técnica de diagndstico, demonstraram que o IHHNV se replicava em niveis muito baixos e
que a linhagem testada era altamente susceptivel ao WSSV.

O resultado das analises de PCR das cinco amostragens dos 50 camardes juvenis, que

se alimentaram com musculo contendo IHHNV no curso de 30 dias, demonstrou que dos 10
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animais que foram sacrificados aleatoriamente apos o 5° dia, trés se apresentaram reagentes ao
IHHNV, dos 10 animais que foram sacrificados no 10° dia e os 10 animais sacrificados no 15°
dia, apenas um de cada se apresentou reagente para o [HHNV. Nao foi detectada infec¢do nos
animais amostrados apds o 20° dia do desafio provavelmente porque o sistema imune destes
animais foi capaz de defendé-los da infeccdo pelo agente viral. (Tabela V; Figura 15). A
escolha do esquema de amostragens realizadas a cada cinco dias apo6s desafio, permitiu
acompanhar melhor o comportamento da espécie Farfanetepenaeus subtilis, frente ao virus

testado.

Tabela IV - Prevaléncia do IHHNYV detectado na espécie F. subtilis através de analise
de PCR no miusculo dos camardes desafiados.

Testes N° de individuos IHHNV+ IHHNV + (%)
testados

Desafio | 50 5 10.0

(via oral)

Desafio 11 50

(via intramuscular)

Tabela V - Numero de camardes da espécie F. subtilis IHHNV reagentes, desafiados por
via oral com IHHNYV, distribuidos por periodo amostral.

Periodo amostral N° de animais N° de animais
Desafio I por amostragens IHHNY reagentes
5° dia 10 3
10° dia 10 1
15°dia 10 1
20° dia 10 _
30° dia 10

Na avaliacdo histopatologica dos 100 camardes desfiados (Tabela VI) ndo foram
achadas caracteristicas do IHHNV, como corpos de inclusdo tipo “Cowdry A” (CAls)
observados nos nucleos das células de tecidos de origem endodérmica e ectodérmica
(Lightner, 1996). Porém houve infeccao subclinica em 10% dos 50 animais desafiados por via
oral. Essa observagdo corrobora com os achados de Tang e Lightner (2001) que trabalharam

com [HHNV isolados de camardes provenientes de varias regides geograficas. Os
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pesquisadores infectaram camardes de diferentes espécies e verificaram que os achados
histolégicos nem sempre correspondem ao nivel de infec¢dao detectada por outras técnicas de

diagnostico como € o caso do PCR que ¢ mais sensivel e especifico.

Figura 15- Resultado de PCR para camardes juvenis da espécie F. subtilis desafiados com o virus IHHN por via

oral. Fotografia do gel de amplificacdo usando o par de primers IHHNV 389F/R. As amostras 1, 2, e 3
representam a detec¢do do virus no 5° dia apoés desafio. As amostras 4 ¢ 5 Representam respectivamente

individuos IHHNV positivos nos 10° e 15° dias de desafio.

Nao foi detectado IHHNV pelo método hibridizagao in situ nas cinco amostras reagentes
pelo método PCR (Tabela VI). A analise demonstrou que a confirmagdo nem sempre ¢
possivel, pois a técnica de PCR ¢ bem mais sensivel que a hibridizagdo in situ. Carr et al.
(1996) realizaram um estudo comparativo entre as técnicas de dot blot, hibridizagdo in situ e
PCR ¢ observaram em uma mesma amostra resultados PCR positivos, e resultados negativos
quando empregaram as outras técnicas. Os autores concluiram que a infec¢ao por [IHHNV tem
um limite mais baixo de deteccdo, quando sdo empregados métodos que ndo usam a
amplificacdo, como ¢ o caso do PCR. Outra explicacdo apresentada foi que os diagnosticos
que empregam testes soroldgicos sdo baseados na viremia ativa por ocasido da amostragem e
o resultado da hibridizacao in situ depende da presenga dos corpos de inclusdo (CAls) no
tecido analisado. Nunan et al.(2000) investigando a eficiéncia de métodos de diagnose do
IHHNYV, argumentaram que a técnica de hibridizagdo in situ além de ser demorada nao ¢ tao

sensivel quanto o PCR tradicional.
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Tabela VI - Andlises realizadas em camardes juvenis da espécie F. subtilis desafiados

por via oral com IHHNV.
Analises 5 dias 10 dias 15 dias 20 dias 30 dias
+ + +
PCR B B

Analise histologica

Hibridizac¢ao in situ

(+) = detectado; (-) = ndo detectado

26

O seqiienciamento do controle positivo e das amostras reagentes para o IHHNV

confirmou a especificidade do amplicon de 389 pb. O alinhamento de uma seqiiéncia de 316

pb, com seqiiéncias depositadas no GenBank, do Nacional Center for Biotechnology

Information (NCBI), usando a ferramenta BLASTn confirmou uma identidade de 100% com

a seqiiéncia correspondente no genoma completo do IHHNV, GenBank AF218266 (Figura

16), tanto entre este e o Controle Positivo, quanto com as amostras reagentes.
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Figura 16- Alinhamento entre as seqiiéncias de 316 pb, depositadas no GenBank, usando a ferramenta BLASTn

que confirmou identidade de 100% com a seqiiéncia correspondente no genoma completo do IHHNV.
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A Contagem Total de Hemocitos (CTH) dos animais desafiados via oral variou ao
longo do experimento. No 5° dia apo6s desafio oral que corresponde a primeira coleta a
quantidade de hemocitos circulantes foi baixa (1.220 cél/mm’), no 10° e 15° dias que
correspondem a segunda e terceira coletas houve aumento para 6.040 cél/mm’ e 7.960

cél/mm’ respectivamente (Figura 17).
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N B e - Y,

Figura 17- Valores médios de CTH nos camardes desafiados por via oral e grupo controle em diferentes
dias de exposi¢do ao IHHNV.

Hennig et al.(1998) e Le Moullac & Haffner (2000), trabalhando com paradmetros
hematologicos em diversas espécies de camardo, afirmam que a CTH varia muito em fungao
do ambiente do stress ¢ da espécie em estudo. No presente estudo, o decréscimo na CTH no
inicio do desafio, pode ter sido resultante da reagao do sistema imune devido a entrada do
virus no organismo do camarao, resultando na redu¢do dos hemocitos em circulacdo, uma vez
que estas células sdo mobilizadas para os sitios de infeccdo. Yoganandhan et al. (2003)
também observaram um declinio do nimero total de hemdcitos no inicio do experimento com
o camardo Penaeus indicus infectado com o virus da mancha branca.

De acordo com o teste t de Student para dados independentes ndo houve diferenca

estatisticamente significativa (p> 0,05) entre a CTH do desafio I e controle 1. Soderhill et
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al.(1999) e Bachére et al. (2000) sugeriram que a resposta imunologica dos camardes aos
patogenos virais, caso exista, seria totalmente diferente da observada para bactérias e fungos,
onde ocorre a uma massiva agregacdo de hemdocitos, formagdo de nodulacdes e padrdes de
reconhecimento de moléculas. Segundo esses autores, os camardes € outros crustaceos,
provavelmente, respondem aos patégenos virais de uma forma ativa e especifica.

A variagdo da CTH nos camardes desafiados por via intramuscular e controle (desafio
IT) em diferentes dias de exposi¢do ao IHHNV foi menor do que a observada nos individuos
expostos ao virus por via oral. Nao houve diferenga estatisticamente significativa na CTH
entre o desafio II e controle II no decorrer do experimento. Contudo, a resposta imunologica
observada com a diminuicao dos hemocitos em circulagdo no 5°dia apos injecao poderia ser
atribuida a migracdo destas células para os tecidos, tanto para combater a entrada do virus,
como também para agir na hemostasia e no reparo do tecido traumatizado pela injecao.

(Figura 18).
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Figura 18- Valores médios de CTH nos camardes desafiados por via intramuscular e grupo controle
em diferentes dias de exposigdo ao IHHNV.
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5, CONCLUSOES

1. O estudo demonstrou que a espécie nativa Farfantpenaeus subtilis capturada no

Estuério do Rio Pacoti no municipio de Eusébio, Estado do Ceara ¢ susceptivel ao IHHNV.

2. O IHHNYV naio causa infecc¢ao letal a espécie investigada e que a mesma demonstrou

ter boa tolerancia ao patogeno.

3. Em virtude do IHHNV ndo causar doenga aguda, como observada em outros
peneideos, o Farfantepenaeus subtilis representa uma alternativa concreta para ampliar o

nimero de espécies cultivadas.
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Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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