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RESUMO

O efeito dos polissacarideos sulfatados (PS), extraidos da macroalga Gracilaria birdiae, foi
testado sobre a imunocompeténcia do camarao Litopenaeus vannamei através da alimentagdo dos
animais com ragéo contendo 0,3% de PS, seguido por desafio experimental com o virus da sindrome
da mancha branca (WSSV) (0,35 DLso). A hemolinfa foi coletada nos dias 0, 3 e 14 pds-infecgdo com
WSSV e utilizada para avaliar alguns parametros hemato-imunolégicos. Os resultados sugerem uma
aparente estimulagcdo da atividade da fenoloxidase e da capacidade aglutinante no dia 14 poés-
infecgdo. O numero total de hemacitos (CTH) diminuiu (40%) nos camardes alimentados com a dieta
controle (sem PS), mas manteve-se estavel nos animais tratados com PS. A porcentagem de
hemdcitos granulares diminuiu (30%) em todos os grupos desafiados, independentemente da
presenca de PS. Esses resultados sugerem uma estimulagdo na produgdo de hemdcitos hialinos
associada ao tratamento com PS, uma vez que a CTH néo foi alterada. Além disso, verificou-se um
aumento na atividade da a2-macroglobulina e na produgdo de anion superoxido em todos os
camaroes infectados (dias 3 e 14) independente do tratamento com PS. Embora a dieta contendo PS
nao tenha resultado em imunoestimulagdo importante nos camardes, os animais desafiados com
WSSV apresentaram uma diminuicdo (11%) na mortalidade quando tratados com PS, em
comparagao aos da dieta controle. Curiosamente, o virus ndo foi detectado nos animais desafiados
com WSSV a partir do dia 3. Acredita-se que esse achado esteja relacionado ao fenémeno de
interferéncia viral, j& que os animais apresentaram-se infectados de forma latente pelo virus da
necrose hipodérmica e hematopoiética (IHHNV). Estudos futuros devem ser realizados para
esclarecer tal fenbmeno, bem como a atuagao dos PS de G. birdiae na sobrevivéncia dos animais.

Palavras chaves: Litopenaeus vannamei, sistema imune de crustaceos, imunoestimulantes,
polissacarideos sulfatados, WSSV.



ABSTRACT

In this study, we analyzed the effect of sulfated polysaccharides (SP), extracted from the
macroalgae Gracilaria birdiae, on the immunocompetence of the shrimp Litopenaeus vannamei. The
animals were fed a diet containing 0.3% SP, prior to a challenge with the white spot syndrome virus
(WSSV) (0.35 LDsp). Shrimp hemolymph was collected after 0, 3 and 14 days from viral inoculum and
was used to evaluate some hemato-imunological parameters. The results indicated that
phenoloxidase and hemmagglutinating activities were apparently immunostimulated ofter 14 days of
viral challenge. Moreover, the total number of circulating hemocytes (THC) dropped drastically (40%)
in shrimp fed control diet (deprived of SP), but remained unaltered in animals fed SP-diet. The
percentage of granular hemocytes decreased considerably (30%) in all challenged shrimp groups,
regardless the presence of SP in diet. Therefore, these results suggested an increase of hyaline
hemocytes in SP-diet treated shrimp, since their THC did not decline. The results also showed that an
elevation of a2-macroglobulin activity and of anion superoxide production occurred in all infected
shrimp (on days 3 and 14) regardless the presence of algal extract in the diet .Although SP-diet did
not result in much shrimp immunostimulation, animals challenged with WSSV showed a slight
decrease (11%) on their mortality rate. Curiously, WSSV-DNA was not founsd in infected shrimp. We
hypothesized that this result was due to a viral-interference phenomenon, since the animals were
found to be positive to the hypodermal and hematopoietic necrosis virus (IHHNV). Future studies are
necessary to better elucidate this phenomenon, as well as the effect of SP from G. birdiae on shrimp
survival.

Key words: Litopenaeus vannamei, crustacean immune system, immunostimulants, sulfated
polysaccharides, WSSV
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INTRODUGAO

A aquicultura € um dos setores de produgao de alimentos que mais cresce em todo mundo,
exercendo um importante papel no suprimento da demanda por proteina de origem animal para
alimentacdo humana. Esta atividade, esta ligada diretamente a economia de varios paises, tanto
como fonte de subsisténcia, quanto na geracado de divisas através da exportagdo de produtos
cultivados (FAO, 2007).

Dentro da aquicultura, a carcinicultura tem se mostrado uma atividade muito promissora. Esta
atividade também é responsavel por milhdes de empregos em paises em desenvolvimento, sendo um
item fundamental no setor de exportagcdes de varios paises produtores. Atualmente, os maiores
exportadores mundiais de camardes estdo na Asia, entre eles Tailandia, China, india, Vietnam e
Indonésia, sendo que na América Latina, os principais produtores sdo o Equador, o México e o Brasil
(FAO, 2007).

No Brasil a carcinicultura teve inicio durante a década de 80 com a introdugdo do peneideo
Marsupenaeus japonicus no nordeste. Entretanto, apesar desta espécie, na ocasidao, ser a mais
cultivada na Asia, ela ndo se adaptou bem as condicdes brasileiras, principalmente em funcdo das
baixas salinidades nas zonas de produgdo (BARBIERI e OSTRENSKY, 2002). Seguiram-se entdo
tentativas para a domesticagéo das espécies nativas, Litopenaeus schmitti (OSTRENSKY, 1997) e
Farfantepenaeus paulensis (WASIELESKY, 2000) nas regides sul e sudeste, e Farfantepenaeus
subtilis no norte e nordeste (TAVARES e SANTOS, 2006). No entanto, a baixa produtividade e
lucratividade destas espécies levaram a desativagédo das fazendas.

Ainda nos anos 80 foi introduzido no nordeste do Brasil o camardo branco-do-pacifico
Litopenaeus vannamei (Fig. 1), sendo que na ultima década seu cultivo dominou a carcinicultura
nacional, tendo sido introduzido também no sul do Brasil onde as &guas sdo mais frias. O L.
vannamei € atualmente o peneideo mais cultivado em todo o mundo (62,08%), seguido por Penaeus
monodon (19,15%) (E. MAIA, comunicagdo pessoal). As condigdes climaticas e ambientais
encontradas no nordeste brasileiro se mostraram extremamente favoraveis ao cultivo de L. vannamei,
sendo atualmente a regido responsavel por 95% da produgéo nacional, onde podem ser obtidas até
2,5 safras por ano (IDEMA, 2006). Em 1998 a espécie foi introduzida em Santa Catarina pela
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensao

Rural do Estado de Santa Catarina (EPAGRI) com o intuito de viabilizar a atividade no estado.
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Figura 1: Espécimen de camarao branco-do-Pacifico, Litopenaeus vannamei.

A espécie L. vannamei (PEREZ-FARFANTE e KENSLE, 1997) tem uma distribuicdo natural
que vai desde as aguas do Oceano Pacifico, na provincia de Sonora (México), até o sul de Tumbes,
no Peru. Devido as suas excelentes caracteristicas zootécnicas, seu elevado grau de rusticidade no
manejo, taxa de crescimento uniforme, facil adaptabilidade e reproducédo satisfatéria em laboratério,

este peneideo se tornou facilmente o mais cultivado em todos os continentes (FAO, 2007) (Fig. 2).

Figura 2: Principais paises produtores de L. vannamei (Estatisticas Pesqueiras da FAO, 2004).

Atualmente, a carcinicultura vem enfrentando sérios desafios em todo mundo, especialmente
aqueles relacionados as enfermidades e a degradagdo ambiental. Estes fatores, juntos ou isolados,
tém se agravado, devido a intensificagdo dos cultivos que, na maioria das vezes, ndo consideram os
aspectos ecolégicos, nem os processos fisioldgicos dos animais (BACHERE, 2000). Sabe-se também
que fatores ambientais potencialmente estressores, como alteragbes nos parametros fisico-quimicos
da agua, a presenga de metais pesados, pesticidas agricolas e poluentes no ambiente, podem alterar
o sistema imune dos camardes, debilitando-os e propiciando a instalagdo de doengas (LE MOULLAC

e HAFFNER, 2000). Além disso, a agua dos cultivos abriga naturalmente inimeros microorganismos
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e parasitas e, uma vez instalada a doencga, a transmissao entre os animais € rapidamente veiculada
(BOYD, 1979). Segundo Bonami (2008), as doengas emergentes em camardes podem ser atribuidas
a trés fatores primarios: (1) a pratica comum de introduzir nas fazendas novos reprodutores
capturados na fase de pods-larva em ambiente natural, podendo ser hospedeiros de agentes
patogénicos; (2) ao comércio nacional e internacional desses reprodutores de camarao no estagio de
pos-larva, que sao transferidos para tanques até que eles cheguem ao tamanho de mercado; e (3) ao
cultivo de camardes em tanques com alta densidade, potencializando os fatores estressores e a
rapida transmissao.

Os camardes podem ser alvos de ataques de parasitas, fungos, bactérias ou virus, patégenos
estes que geram enfermidades e podem causar sérias perdas econdémicas aos cultivos. As principais
enfermidades realmente ameagadoras para a carcinicultura mundial s&o as viroses. Os virus sdo os
patdgenos mais comumente encontrados na agua do mar, estando presentes na quantidade de até
10 bilhdes/L, sendo muitos deles capazes de infectar varios organismos (FUHRMAN, 1999). As
infecgdes virais sdo doengas comuns em crustaceos, como 0s peneideos, 0s quais podem ser
infectados por mais de 20 diferentes tipos de virus (LOH et al., 1997), entre eles, o virus da necrose
infecciosa hipodermal e hematopoiética (IHHNV), o virus da cabeca amarela (YHV), o virus da
sindrome Taura (TSV), o virus da sindrome da macha branca (WSSV) e o virus da mionecrose
infecciosa (IMNV) (LIGHTNER, 2003; NUNES et al., 2004).

No caso especifico do Brasil, duas viroses causaram recentemente sérios prejuizos a
carcinicultura, estando estas enfermidades geograficamente separadas. No nordeste, em 2002, uma
nova doenga para camardes foi descrita, estando associada com baixas mortalidades dos animais
nas fazendas de cultivo. Os sinais clinicos incluem &reas de necrose muscular, com aparéncia
opaca/esbranquicada no musculo abdominal atingido, demonstrando por vezes um aspecto de
“cozido” em estagios avangados da necrose. O agente etiolégico foi diagnosticado como sendo o
virus da mionecrose infecciosa (IMNV) (NUNES et al., 2004).

Ja no sul do Brasil, outra virose foi detectada nos cultivos catarinenses no final de 2004, a
sindrome da mancha branca (WSS). Esta virose representa a mais ameacgadora e devastadora
enfermidade de camardes marinhos até entdo detectada (ESCOBEDO-BONILLA et al., 2008), pois
além de atacar vaérios tecidos do animal, compromete seriamente o sistema imunol6gico do mesmo,
uma vez que uma das principais células-alvo para a sua replicacdo sdo os hemdécitos granulares
(WANG et al., 2002).

O surgimento da WSS em SC abalou de maneira muito importante a carcinicultura no estado,
levando a quase extingdo da atividade. Somente no ultimo ano é que a atividade foi parcialmente
reativada. Embora ambas as viroses meregam estudos para melhor compreendé-las e combaté-las, a
WSS, por ser uma virose mais ameacadora e estar relacionada aos cultivos do nosso estado, merece
esforgos concentrados no sentido de desenvolver estudos para auxiliar no seu combate e

minimizagao, visando assim o restabelecimento da carcinicultura catarinense.
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Virus da sindrome da mancha branca (WSSV)

O WSSV foi diagnosticado pela primeira vez em fazendas produtoras de camarao no norte de
Taiwan em 1992, causando uma enfermidade que provocou a mortalidade macica e rapida dos
animais (CHOU et al., 1995). A partir de 1993 o virus passou a ser detectado em varios outros paises
asiaticos e também na América do Norte, como nos Estados Unidos, em fazendas do Texas e da
Carolina do Sul (LIGHTNER, 1996; WANG et al., 1999a) Apdés 1998, o WSSV se espalhou em
cultivos da América Central e do Sul, como a Nicaragua, Guatemala, Honduras, Panama, México,
Colémbia, Peru e Equador, sendo particularmente devastador neste ultimo pais (CHAMBERLAIN,
1999). Até 2004, o Brasil era um dos Unicos paises “livres” de WSSV, ou pelo menos onde a virose
nao tinha ainda sido detectada. No entanto, em novembro deste ano, fazendas do Complexo Lagunar
Sul no municipio de Imarui, em Santa Catarina, registraram mortalidades macigas, sendo
posteriormente diagnosticado o mesmo agente etiolégico (WSSV) em varias outras regides do estado
(S. WINCKLER, comunicagao pessoal).

O WSSV possui uma ampla variedade de hospedeiros, dentre eles camardes, lagostas,
lagostins, caranguejos e outras espécies, como membros do filo Chaetognatha e Rotifera, além de
poliquetas e algumas larvas aquaticas de insetos (ESCOBEDO-BONILLA et al., 2008). No entanto,
muitas delas ndo sao necessariamente hospedeiros naturais do WSSV, sendo consideradas apenas
vetores. O virus quando esta livre na natureza pode permanecer ativo por 4 a 5 dias, podendo ser
disseminado por correntes marinhas e permanecer no ambiente por varios anos (MARQUES, 2008).
Camardes em ambiente natural ou de cultivo podem ser portadores assintomaticos do WSSV e
apesar do virus afetar virtualmente varias espécies de crustaceos, seu maior poder de viruléncia esta
voltado aos camardes peneideos. Para exemplificar, L. vannamei pode sofrer uma mortalidade de 90
a 100% entre 3 a 7 dias ap6s a infeccéo viral (ZHAN et al., 1998).

O WSSV foi classificado como sendo o unico membro conhecido de um novo género de virus,
Whispovirus, pertencente a uma nova familia, Nimaviridae (BONAMI, 2008). Caracteriza-se por ser
um virus envelopado, baciliforme, medindo entre 210-380 nm de comprimento por 70-167 nm de
largura, possuindo uma extensao em forma de filamento na extremidade da particula viral, por vezes
observada em microscopia eletrénica (Fig. 3) (ESCOBEDO-BONILLA et al., 2008). O genoma do
WSSV é composto por uma molécula de DNA dupla fita, circular e longa, com tamanho variavel entre
293 kpb a 307 kbp (van HULTEN et al., 2001; YANG et al., 2001; CHEN et al., 2002), sendo um dos
maiores genomas virais sequenciados até o momento. Além disso, o WSSV infecta especialmente as
células de origem ectodermal e mesodermal, incluindo células da epiderme, branquias, intestino
(CHANG et al., 1996), glandula antenal, 6rgao linféide (DURAND et al., 1996; CHANG et al., 1998),
musculo, coragao (KOU et al., 1998), gbnadas (LO et al., 1997), células hematopoiéticas, hemdcitos e
células associadas ao sistema nervoso central (RAJENDRAN et al.,, 1999; WANG et al.,, 1999b). A
doencga se manifesta geralmente quando ocorre um desequilibrio no cultivo decorrente, por exemplo,
de altas densidades populacionais, ma preparagdo do solo, baixa qualidade de agua, excesso de
matéria organica no solo e temperaturas entre 25 e 28°C, ideais para a replicagéo viral (MARQUES,
2008).
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Figura 3: Morfologia do virion da sindrome da mancha branca (WSSV) (a). Microscopia eletrénica mostrando o virion com uma
estrutura semelhante a uma “cauda” (setas pretas) (barra = 250 nm) (b). (Foto adaptada de DURAND et al., 1996).

Em casos severos da enfermidade, os animais podem apresentar pontos brancos no
exoesqueleto (origem da denominagao “white spot’) (LO et al., 1996a), resultante de uma disfungao
no tegumento que gera deposi¢do de sais de calcio na cuticula e formagao destes pontos brancos
(WANG et al, 1999a). Outros sinais clinicos de uma infeccdo severa incluem uma coloragao
avermelhada do corpo e apéndices (LIGHTNER ef al., 1998), reducdo na alimentagdo dos animais
(CHOU et al., 1995; DURAND et al., 1996; FLEGEL et al., 1997), aparecimento de cuticula frouxa (LO
et al., 1996b), acumulo de liquido nas branquias levando a um inchago das mesmas (OTTA et al.,
1999) e retardo no tempo de coagulacdo da hemolinfa (WANG et al., 2000).

Histologicamente, a infecgdo por WSSV ¢é caracterizada por células com nucleo hipertrofiado
mostrando inclusdes intra-nucleares e cromatina marginal (DURAND et al., 1997; WANG et al., 2000).
Os nucleos infectados se apresentam progressivamente mais basofilicos e aumentados (CHANG et
al., 1996; DURAND et al,, 1996; LO et al., 1996b; FLEGEL et al., 1997) e nos estagios mais
avangados da infecgdo, a cariorexis e uma desintegragdo celular podem ocorrer o que leva a
formagéo de areas com necrose e vacuolizagdo (KARUNASAGAR et al., 1997; KASORNCHANDRA
et al., 1998; WANG et al., 1999a).

Em relagdo ao tratamento, métodos convencionais, como o uso de drogas quimicas, nao
apresentam nenhuma eficacia contra esta enfermidade. Por outro lado, a biotecnologia e a biologia
molecular tém tido, nos ultimos anos, um importante e crescente papel na busca de novos métodos
para a detecgcdo de patdgenos, na elucidagdo da patogenicidade e no desenvolvimento de medidas
de controle e prevengao mais eficazes. Todavia, toda esta metodologia voltada para o ‘diagnéstico e
tratamento’ das enfermidades deve, a priori, estar fundamentada no conhecimento prévio dos

mecanismos de defesa desencadeados por estes animais frente as viroses.

Consideragdes sobre o sistema imune dos crustaceos

O sistema imunoldgico dos animais esta dividido em Imunidade Inata ou Natural, e Imunidade
Adaptativa ou Adquirida, sendo que ambas apresentam reag¢des humorais e celulares de defesa. No
caso dos vertebrados o sistema imune é composto tanto por reacdes inatas de defesa quanto pelas

adaptativas, resultando assim em um sistema complexo onde uma infinidade de receptores e
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anticorpos especificos estao presentes, além de células de memoédria e uma protecdo altamente
eficiente e especifica para a maioria dos patdgenos. Esta resposta imune adaptativa esta ligada a
presenca de linfécitos nos quais estdo embasados todos os mecanismos de especificidade e de
memoaria imunoldgica, que tornam viavel a produgéo de vacinas especificas para prevencgao de varias
infecgdes (vide revisdo de BARRACCO et al., 2008).

No caso dos invertebrados, como os crustaceos, eles apresentam apenas a imunidade inata,
0 que significa que seu organismo n&o estd apto a produzir anticorpos antigeno-especificos e que
nao possui, portanto, memodria imunolégica. Em outras palavras, a confecgdo de vacinas para
crustaceos, no termo classico da palavra, é inviavel. Sendo assim, deve-se buscar mecanismos que
tornem esses animais imunologicamente mais competentes para enfrentarem de maneira eficaz os
patdgenos e impedir assim o estabelecimento dos processos infecciosos.

O sistema imune dos crustaceos esta ligado a sua hemolinfa ou sangue que é composta por
uma fragdo celular (hemdcitos) e uma fragédo liquida (plasma), onde se encontram dissolvidos os
fatores humorais. Os hemdécitos sdo os principais sitios de sintese das moléculas imunoldgicas
(GROSS et al., 2001), sendo responsaveis pelas reagdes celulares de defesa além de mediar varias
reacdes humorais nestes animais. E importante salientar que as respostas imune-celulares e
humorais atuam de uma forma integrada, protegendo os crustaceos contra a invasdo de
microrganismos e parasitas e garantindo assim sua integridade corpdrea e homeostatica.

Os principais sistemas de defesa atualmente reconhecidos nos crustaceos séo: (1) coagulagao
da hemolinfa; (2) melanizagdo mediada pelo sistema pré-fenoloxidase; (3) reconhecimento e
aglutinacdo celular mediada por lectinas; (4) sistemas antibacterianos, antifingicos e antivirais
mediados por peptideos, RNA de interferéncia (RNAi) e por proteinas de reconhecimento-padrao
(PRPs); (5) producdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio; e (6) sistema fagocitico e de
encapsulamento (vide revisao de IWANAGA e LEE, 2005 ).

Os crustaceos possuem trés diferentes populagdes de hemacitos: hemocitos hialinos (HHs),
hemdcitos semi-granulares ou com granulos pequenos (HGPs) e hemocitos com granulos grandes
(HGGs), e apesar das dificuldades para identifica-los e caracteriza-los, o desenvolvimento de
solugdes anticoagulantes especificas tém atualmente conseguido estabilizar estas células in vitro,
permitindo uma melhor caracterizagdo dos tipos celulares (vide revisdo de BARRACCO et al., 2008).
Os HH sao os menores hemdacitos, apresentando uma alta relagdo nucleo-citoplasma e contendo de
nenhum a poucos granulos em seu citosol, estando aparentemente relacionados ao mecanismo de
coagulacdo da hemolinfa dos crustaceos (HOSE et al.,, 1990), ou ainda ligados a fagocitose, como
acreditam outros autores (JOHANSSON et al., 2000). Por sua vez, os hemocitos granulares (HGPs e
HGGs) sao descritos como células contendo citoplasma abundante e rico em granulos de diversos
tamanhos e conteudos, estando especialmente envolvidos na fagocitose de microrganismos, na
formagao de capsulas e nodulos, na produgdo de moléculas citotéxicas e microbicidas e da maioria
das proteinas envolvidas, direta ou indiretamente, com o sistema imune destes animais (vide revisao
de HOSE et al., 1990).

Apbs a invasao por microrganismos e/ou patégenos oportunistas, os hemécitos migram para

os sitios de infecgdo gerando uma resposta inflamatéria. Nesses locais ocorrem reagdes celulares
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como a fagocitose de microrganismos e/ou a formag¢ao de agregados celulares densos em torno de
particulas invasoras, denominadas de nodulos e capsulas (vide revisdo de JIRAVANICHPAISAL et
al., 2006). Durante o processo fagocitico, comumente observa-se a interiorizacdo do agente em um
fagossomo que se une aos lisossomos e entdo ocorre a producao e liberagao pelos hemdcitos de
moléculas citotdxicas e/ou liticas, que auxiliam na morte e degradagao do agente invasor.

Outro processo importante que ocorre, porém quando a quantidade de microrganismos
invasores € maior ou quando os patdgenos sdo de tamanho grande, como hifas de fungos,
nematdédeos e determinados protozoarios, € a formacdo de ndédulos e capsulas, onde estes
patégenos ficam aprisionados nos tecidos e posteriormente sdo destruidos. A formagéo de nédulos e
capsulas ndo so limita as respostas imunoldgicas a regido agredida, como também protege os tecidos
do hospedeiro dos danos causados pelas moléculas toxicas e degradativas produzidas durante o
processo inflamatério (vide revisdo de BARRACCO et al., 2008).

Neste momento, em que ocorre a producdo e liberagdo pelos hemdcitos de moléculas
citotdxicas e/ou liticas, um importante aumento do consumo intracelular de oxigénio pela enzima
NADPH oxidase é observado, em um fendbmeno conhecido por burst respiratério. Uma série de
compostos intermediarios de oxigénio, altamente reativos, conhecidos como ROls (do inglés, reactive
oxygen intermediates) sdo entdo produzidos. Concomitantemente a producdo de ROls, sao
produzidos os intermediarios reativos de nitrogénio (do inglés, RNIs), como o NO e o peroxinitrito
(ONOO"), compostos também altamente citotoxicos e microbicidas (KRONCKE et al., 1997).

Os ROIs sao oxidoradicais que possuem elétrons livres e ndo pareados em sua camada
orbital mais externa, o que lhes confere uma elevada reatividade com estruturas e compostos
préximos, tais como membranas celulares, proteinas e acidos nucléicos (DNA), funcionando assim
como agentes microbicidas potentes, destruindo ou inibindo o crescimento dos microrganismos
invasores (vide revisdo de ANDERSON, 1996; BOGDAN et al., 2000). A NADPH oxidase esta
localizada na membrana celular e na superficie dos granulos lisossomais e €& ativada por
componentes microbianos como os lipopolissacarideos (LPS), as lipoproteinas da parede bacteriana
e pelas B-glicanas da parede de fungos (BOGDAN et al., 2000). A ativagdo da NADPH resulta na
redugédo do oxigénio molecular a anion superéxido (O,) que pode se dismutar espontaneamente ou
através da enzima intracelular superdxido dismutase (SOD), em peréxido de hidrogénio (H,0;), o qual
é decomposto pela catalase peroxissomal. O O, pode ainda ser convertido a outros componentes
citotdxicos, tais como no radical hidroxila (OH) e anions hidroxila (OH") pela reacdo de Haber-Weiss
ou, apds dismutacdo em H,0O,, acido hipocloroso (HOCI), oxigénio singlet ('O,) e em cloraminas pela
acao da mieloperoxidase (MOP) (BOGDAN et al., 2000).

No entanto, ndo somente os agentes patogénicos podem sofrer a acdo destes componentes
altamente toxicos, mas os tecidos do proprio hospedeiro também, podendo ser estes seriamente
danificados. Como mecanismo de proteg¢do, o hospedeiro conta com uma gama de enzimas celulares
antioxidantes (SOD, catalase e glutationa peroxidase) e também de enzimas de reparo de DNA e
membranas que podem interagir diretamente com os radicais livres, neutralizando-os (WARNER,

1994). Além disso, compostos exdgenos podem chegar via alimentacdo e atuarem como agentes
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antioxidantes, tais como o acido ascorbico (vitamina C), a glutationa e o a-tocoferol (vitamina E)
(WARNER, 1994).

Dentre os fatores humorais encontrados nos crustaceos estdo as proteinas de
reconhecimento padrdo (PRPs, do inglés, pattern recognition proteins), que reconhecem padrbes
moleculares especificamente expressos em patégenos (PAMPs, do inglés, pathogen associated
molecular patterns), como os LPS presentes na parede de bactérias Gram-negativas, as
peptidoglicanas (PGs) presentes em bactérias Gram-positivas e as 3-glicanas da parede de fungos.
Dentre as PRPs atualmente reconhecidas em crustaceos estdo: a proteina que se liga aos LPS
(LBP), proteinas que se ligam a -1,3-glicanas (BGBP e GBP), proteina que se liga a ambos, LPS e
B-1,3-glicanas (LGBP), proteina masquerade-like (mas-like), além de varias classes de lectinas (vide
revisdo de LEE e SODERHALL, 2002).

A formagdo de noddulos e capsulas hemociticas em crustaceos € frequentemente
acompanhada por uma reagéo central de melanizacdo (SODERHALL e CERENIUS, 1998), sendo
este processo também observado durante a cicatrizagdo de ferimentos. A biossintese de melanina
nos artrépodes é resultante da ativagdo do sistema pré-fenoloxidase (proPO). Este sistema é
composto por varios zimogenos de proteases, pela proPO, além das PRPs e moléculas associadas,
sendo reconhecido como um importante mecanismo de reconhecimento do nao-préprio, uma vez que
seja ativado por componentes da superficie de microrganismos, tais como os LPS e as f3-1,3-glicanas
(vide revisdo CERENIUS e SODERHALL, 2004).

Durante as infecgdes, estes compostos se ligam a receptores dos hemdcitos granulares
diretamente ou através de PRPs plasmaticas e induzem uma degranulagdo ou exocitose regulada,
com liberagdo de varias moléculas imunoefetoras, entre as quais as moléculas do sistema proPO.
Uma vez liberadas, ocorre a ativagao deste sistema pelos préprios componentes dos microrganismos
presentes na hemocele do animal.

A enzima chave que desencadeia este processo € a fenoloxidase (PO) estocada nos granulos
hemocitarios sob a forma zimogénica proPO. A ativagao da proPO é mediada por uma serino-
protease, também confinada nos granulos e que é concomitantemente liberada a proPO, no momento
em que a célula é ativada pelo microrganismo. Uma vez no citosol, a serino-protesase é ativada por
um mecanismo ainda ndo muito bem compreendido, ativando em seguida a proPO em PO e iniciando
assim, a cascata proteolitica que culminara na formacado da melanina (vide revisao CERENIUS e
SODERHALL, 2004).

Em relagdo ao papel imunoldgico do sistema proPO, sabe-se que esta via gera
transitoriamente moléculas altamente toxicas, como as quinonas, hemiquinonas e radicais livres, que
apresentam atividade citotdxica contra os patdgenos invasores (NAPPI e OTTAVIANI, 2000). A
melanina, per se, ndo é a molécula mais importante durante o processo, sendo sim os compostos
citotdxicos intermediarios e os radicais livres produzidos, os verdadeiros imunoefetores (NAPPI e
VASS, 1993). No entanto, a melanina parece ter uma atividade fungistatica (CERENIUS e
SODERHALL, 2004), podendo ainda funcionar como scavenger de radicais livres (NAPPI e VASS,
1993; NAPPI e OTTAVIANI, 2000), minimizando os efeitos deletérios destas moléculas altamente

téxicas para o organismo do hospedeiro. Sendo assim, a melanizagdo representa, mais
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especificamente, o final de um potente processo imunoefetor desencadeado nos crustaceos. A
ativacdo deste sistema deve ser estritamente regulada para evitar uma ativacdo indesejada ou
generalizada no organismo do crustaceo. Para isso, os animais possuem inibidores de proteases
dissolvidos no plasma, como a pacifastina, (LIANG et al., 1997), os inibidores da familia Kazal
(JOHANSSON et al., 1994; JIMENEZ-VEGA e VARGAS-ALBORES, 2005; SOMPRASONG et al.,
2006), a serpina (LIANG e SODERHALL, 1995) e a a2-macroglobulina (a2M) (HERGENHAHN et al.,
1988). A a2M é uma glicoproteina plasmatica constitutivamente sintetizada pelos hemécitos dos
crustaceos (GROSS et al., 2001; RATTANACHAI et al., 2004) e atua como um inibidor de proteases
de amplo espectro (serino, aspartato, cisteina e metalo-proteases). Desta forma, esta proteina inibe
virtualmente tanto as proteases enddgenas do hospedeiro, regulando a superativacdo de sistemas
proteoliticos, como também inibe proteases exdgenas, eventualmente produzidas pelo patégeno
durante o processo infeccioso (vide revisao de ARMSTRONG, 2006).

O papel imunomodulador da a2M nos crustaceos ainda nédo esta bem estabelecido, no
entanto, sabe-se que ela regula fracamente a ativagdo do sistema proPO no lagostim Pacifastacus
leniusculus (HERGENHAHN et al., 1988; ASPAN et al., 1990) e inibe proteases produzidas pelo
fungo Aphanomyces spp, um patégeno conhecido para lagostins de agua doce (DIEGUEZ-
URIBEONDO e CERENIUS, 1998). Além disso, analises recentes da expressao génica da a2M em
tempo real em P. monodon revelaram que sua expressao é aumentada nas primeiras 48h de infeccao
com WSSV (TONGANUNT et al., 2005) ou apos tratamento dos animais com LPS (VASEEHARAN et
al., 2007) ou PGs bacterianos (LIN et al., 2007; 2008). Estes achados conjuntos sugerem fortemente,
portanto, que a a.2M participe direta ou indiretamente das respostas imunolégicas dos camardes.

Outras moléculas de reconhecimento padrao encontradas em invertebrados séo as lectinas
elou aglutininas que séo proteinas, sem atividade catalitica, com capacidade de se ligarem
especificamente a carboidratos da superficie de diferentes células, incluindo microrganismos,
causando a sua aglutinacdo. Esta propriedade deriva do fato destas moléculas serem ao menos
bivalentes, apresentando dois ou mais sitios de ligacao (vide revisdo de MARQUES e BARRACCO,
2000). Devido ao fato das lectinas serem capazes de reconhecer e se ligar a agucares especificos da
superficie de patdégenos, tanto de vertebrados como de invertebrados, estas moléculas sdo também
definidas como PRPs, além estarem envolvidas em varios processos biolégicos, devido a sua
interagdo com carboidratos, como a adesé&o celular, a opsonizagéo e a formagéo de nddulos (vide
reviséo de LEE e SODERHALL, 2002).

Além dos processos e moléculas acima descritos, os crustaceos apresentam ainda
mecanismos antivirais. A imunidade antiviral dos crustaceos s6 muito recentemente vem sendo
estudada e compreendida, porém ainda faltam informagdes acerca de todos os mecanismos
envolvidos (vide revisdo de LIU et al., 2009). No entanto, espera-se para 0s préximos anos um
grande avango neste campo de estudo dado a grande necessidade de se compreender como estes
animais respondem imunologicamente as infec¢des virais, tdo ameagadoras para os cultivos. Dentre
as respostas antivirais reconhecidas atualmente nos crustaceos estdo a apoptose, o sistema de RNA
de interferéncia (RNAi) e um mecanismo semelhante ao sistema interferon (IFN) dos vertebrados
(vide revisbes de ROBALINO et al., 2007; LIU et al., 2009).
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A apoptose é um processo fisioldgico controlado geneticamente e que estd envolvido na
regulacdo da homeostase, no desenvolvimento de tecidos, bem como do sistema imunoldgico,
através da eliminacao de células que ndo sdo mais Uteis. Este processo também atua na eliminagao
de células infectadas por virus onde o objetivo é limitar ou inibir a replicagao viral, impedindo assim a
disseminagdo do patégeno pelo organismo. A célula infectada se “suicida” silenciosamente, de
maneira que nao haja lise celular ou uma inflamagéo descontrolada, como no caso de uma necrose
(vide revisdao de ROULSTON et al.,, 1999). Uma célula apoptética apresenta varias alteragdes
morfolégicas e bioquimicas, tais como a ativagdo de enzimas nucleares e proteases (caspases),
condensagao da cromatina, fragmentagédo do nucleo, lobulagdo da membrana, encolhimento celular,
e, por fim, uma fragmentacdo da célula em pequenas vesiculas revestidas por membrana (corpos
apoptéticos), que, em geral, sdo rapidamente fagocitadas pelas células vizinhas e/ou macrofagos.

No caso de uma infecgdo viral, a apoptose se mostra efetiva quando for induzida em um
estagio inicial do processo infeccioso. Entretanto, alguns virus conseguem retardar o processo
apoptotico, matando as células apenas no final do ciclo (vide revisao de ROULSTON et al., 1999), o
que € altamente indesejavel para o hospedeiro e extremamente favoravel ao virus. Neste caso, os
virus empacotados em corpos apoptoticos ndo sao detectados pelo sistema imune, evitando assim as
respostas inflamatdrias e a sua inativagdo por anticorpos e proteases do hospedeiro. Estes corpos
contendo inimeras copias virais sdo entdo fagocitados pelas células vizinhas, que ironicamente
garantem a propagagao e a infecgao viral por estas outras células. Ou seja, a indugdo de uma
apoptose tardia parece ser uma 6tima estratégia de propagacgéo para os virus que evolutivamente
nao desenvolveram ainda defesas anti-apoptéticas ou outros mecanismos de evasao imunoldgica
(vide revisdo de ROULSTON et al., 1999).

Em camardes, a inducdo de apoptose por infecgdes virais vem sendo ativamente descritas
nestes Ultimos anos. Em P. monodon infectados pelo WSSV (SAHTOUT et al, 2001;
WONGPRASERT et al., 2003) ou pelo YHV (KHANOBDEE et al., 2002) ocorre um aumento
progressivo de apoptose até niveis muito altos, comprometendo assim varios tecidos e parecendo ser
a principal causa da morte dos camardes. Aparentemente, nas infecgbes virais severas de camardes,
ocorre uma indugédo tardia da apoptose, que leva a uma forte propagacgéo da progénie viral e resulta
na morte do camarao por excesso de apoptose em seus tecidos.

Componentes virais tais como DNA e RNA genémicos e RNA dupla fita (dAsRNA) gerados nas
células infectadas podem ser detectados por receptores de reconhecimento padrao (PRRs) presentes
nas células do hospedeiro, no caso de vertebrados (KAWAI e AKIRA, 2006). Apds este
reconhecimento, as PRRs acionam respostas antivirais efetivas que incluem a producdo de varias
citocinas, como os interferons do tipo | (IFN-a e IFN-B) e a indugdo de reagbes inflamatdrias e
imunoadaptativas (KAWAI e AKIRA, 2006). Os interferons (IFNs) sdo proteinas que interferem na
replicagéo viral e induzem um estado antiviral inespecifico no hospedeiro. No caso dos IFN-a/p dos
vertebrados, estas citocinas desencadeiam a ativagdo de multiplas vias intracelulares que interferem
no ciclo viral, limitando a replicagdo e a amplificagdo do processo infeccioso (GUIDOTTI e CHISARI,
2001).
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Nos invertebrados, mais especificamente nos crustdceos, nenhuma molécula ou gene com
homologia estrutural aos IFNs de mamiferos foi até o momento encontrada (ROSA e BARRACCO,
2008). Apesar disso, existe na literatura varios relatos recentes que indicam a presenca nestes
animais de moléculas associadas a uma defesa antiviral inespecifica, possivelmente semelhante ao
sistema interferon dos mamiferos (vide revisbes ROBALINO et al., 2007; LIU et al., 2009). A primeira
vez que um estado antiviral inespecifico foi demonstrado em invertebrados foi em 2004 por Robalino
et al. (2004) em camarbes L. vannamei. Os animais tinham sido injetados com um dsRNA de
sequéncia inespecifica e foi observado um aumento significativo na sua resisténcia contra infecgoes
posteriores por dois outros virus, ndo relacionados, o TSV e o WSSV (ROBALINO et al., 2004), ou
seja, muito semelhante ao estado antiviral induzido pelos IFNs dos mamiferos. Frente a este
resultado, supde-se que citocinas analogas, porém nao homologas aos IFNs de vertebrados devam
existir em camardes e seriam as responsaveis pela produgéo do estado antiviral inespecifico relatado
no trabalho acima.

Além de induzir o sistema IFN em vertebrados, o padrdo molecular dsRNA viral &€ também
capaz de desencadear multiplas outras vias intracelulares que também levam a outras respostas
antivirais. Dentre elas, destaca-se o mecanismo de silenciamento pds-transcricional de genes,
conhecido por RNA de interferéncia ou RNAi (HANNON et al, 2002, ROBALINO et al., 2007). Neste
processo o dsRNA desencadeia a destruicdo de RNAm homodlogos a sua sequéncia. Ou seja,
diferentemente do sistema IFN que é induzido inespecificamente por qualquer sequéncia de dsRNA,
a protecdo antiviral baseada na via RNAi é sequéncia-especifica. A técnica de RNAi tem sido
abordada como uma alternativa para neutralizar infecgbes causadas por virus de camardes em L.
vannamei. Robalino et al. (2005) mostraram a ocorréncia de uma protecdo antiviral praticamente
completa contra infecgées por WSSV e por TSV, mediante a injecdo de sequéncias especificas de
dsRNA para ambos os tipos de virus. De forma semelhante, sequéncias especificas de dsRNA foram
também capazes de suprimir a replicagao do virus YHV em P. monodon (YODMUANG et al., 2006),
assim como também em cultura de células destes animais (TIRASOPHON et al., 2005).

Para monitorar a saiude e o status imunolégico dos camardes, varias das moléculas
imunolégicas anteriormente descritas podem ser utilizadas como parédmetros hemato-imunoldgicos.
Dentre os mais comumente utilizados estdo a atividade da PO, a capacidade aglutinante da
hemolinfa, a producéo intracelular de anions superdxido, a concentragao protéica da hemolinfa e a
contagem total e diferencial de hemdcitos (CTH e CDH) (vide revisdo de BARRACCO et al., 2008).
Estes imunoparametros podem representar ferramentas valiosas para avaliar as condicbes de
imunocompeténcia de animais submetidos a diferentes condigdes, tais como, infecgées microbianas e

parasitarias, alteragdes ambientais e tratamentos com substancias imunoestimulantes.
Substancias imunoestimulantes: polissacarideos sulfatados (PS)
Como dito anteriormente, o surgimento de enfermidades nos cultivos, principalmente as de

origem viral, tem se tornado um grande obstaculo ao sucesso da carcinicultura. No momento, a

profilaxia e o controle de doengas nos cultivos estdo basicamente restritos as boas praticas de
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manejo e a redugao nas condi¢cdes de estresse, uma vez que os fatores que determinam o estado de
saude dos camardes sdo ainda muito pouco conhecidos. Neste sentido, muitas substancias vém
sendo estudadas e testadas para averiguar se possuem um efeito imunoestimulante sobre os
animais. Em caso positivo, a sua utilizagdo poderia minimizar o efeito destas enfermidades, seja
aumentando a resisténcia natural dos animais, seja diminuindo ou eliminando o uso de outros
agentes quimicos terapéuticos, como os antibioticos, que além de contaminarem a carne do animal e
0 ambiente, ainda induzem o aparecimento de microrganismos resistentes.

Substéncias ditas “imunoestimulantes” podem ser obtidas a partir de varias origens naturais e
também por sintese quimica, com base na estrutura molecular dos préprios produtos naturais. Dentre
estes compostos, muitos sdo derivados de microrganismos ou de algas, destacando-se os
componentes da parede celular de diferentes bactérias, fungos, micro e macroalgas. Alguns dos
principais compostos ativos descritos na literatura como sendo capazes de gerar uma
imunoestimulagdo em camardes sdo os carboidratos: polissacarideos sulfatados (PS), B-glicanas,
lipopolissacarideos (LPS), e peptidoglicanas (PGs) (SMITH et al., 2003).

Estas substancias, se eficazes, apresentam uma série de vantagens em relagdo aos
antibidticos tradicionais tais como, auséncia de toxicidade ou residualidade, ndo promovem
resisténcia, tem baixo custo e ndo ocasionam impactos negativos ao meio ambiente (BERGER,
2000). No caso dos camardes a administracdo experimental destes compostos é efetuada através de
injecdo, imersdo ou como complemento alimentar adicionado a ragao. Este ultimo é considerado mais
adequado, pois além de facilitar a administragédo, pode ser ministrado para uma quantidade maior de
individuos ao mesmo tempo, e ndo causa estresse aos animais (SMITH et al., 2003).

Os PS sédo compostos largamente distribuidos entre os seres vivos, ocorrendo no tecido
conjuntivo dos vertebrados (MATHEWS, 1975) e em menor quantidade nos invertebrados (CASSARO
e DIETRICH, 1977), sendo ainda encontrados em grandes quantidades nas algas marinhas,
principalmente nas macroalgas e em gramineas marinhas (PAINTER, 1983; AQUINO et al., 2005).
Quimicamente os PS sdo macromoléculas carregadas negativamente, atdxicas e que possuem
propriedades gelatinizantes e espessantes (RODRIGUES, 2006), encontrados especialmente na
parede celular das algas marinhas, onde esta presente tanto nos componentes fibrilares, quanto nos
amorfos (PAINTER, 1983). Nas macroalgas, os PS sao encontrados na forma de fucoidanas nas
algas pardas (Phaeophyceae), galactanas nas algas vermelhas (Rhodophyceae) e arabinogalactanas
nas algas verdes (Chlorophyceae) (PERCIVAL e McDOWELL, 1967).

As galactanas das algas vermelhas sdo polissacarideos lineares com unidades alternantes de
ligagcbes no residuo 3-B-galactopiranosil ou 4-a-galactopiranosil, divididas em trés classes:
carragenanas, agaranas e hibridos de DL-galactanas (Fig. 4) (DAMONTE et al., 2004). Além da
galactose e sulfato, outros residuos de carboidratos como xilose, glicose, acidos urénicos podem

estar presentes em baixas quantidades nas carragenanas (van de VELDE et al., 2004).
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Fig. 4: Hibridos de DL-galactana. (a) Dominio carragenana; (b) Zona de jungéo; (c) Dominio da agarana (DAMONTE et al.,
2004).

Dentre as macroalgas vermelhas de interesse econ6mico destacam-se as do género
Gracilaria por ser a principal fonte de matéria-prima para a produgdo mundial de agar (OLIVEIRA e
ALVEAL, 1990; OLIVEIRA et. al, 2000), um ficocoléide importante para as industrias farmacéutica e
alimentar (CARTE, 1996). Até o momento, mais de 100 espécies ja foram descritas, e sua distribuicdo
esta especialmente localizada nos mares tropicais e temperados de todo o mundo (OLIVEIRA e
PLASTINO, 1994). A espécie Gracilaria birdiae (Fig. 5) é encontrada na costa litordnea do Nordeste
brasileiro, cuja distribuicao se estende do litoral cearanse até o Espirito Santo, sendo frequentemente
coletada em bancos naturais para a industria de extracao de agar (PLASTINO e OLIVEIRA, 2002).
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Figura 5: Exemplar da macroalga vermelha Gracilaria birdiae (Fonte:http://peixes.brasilmergulho.com.br/thumbnails.php).

Em relacdo as atividades biolégicas dos PS de algas investigadas em vertebrados destacam-
se as atividades antiinflamatodrias, proinflamatérias, antitumoral, antimetastatica, antiprofilerativa,
antiviral, anticoagulante e antitrombatica (veja revisdo de BOISSON-VIDAL et al., 1995) sendo as trés
ultimas as mais estudadas. As atividades antivirais dos PS de algas vermelhas e pardas vém sendo

estudadas in vitro (células de vertebrados) e resultados promissores foram descritos contra uma
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grande variedade de virus envelopados, incluindo os herpes virus simples tipos 1 e 2 (HSV),
citomegalovirus humano (CMV), virus sincicial respiratorio, virus da estomatite vesicular, virus Sindbis
(SINV), virus da dengue e o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (BABA et al., 1988; WITVROUW
e DE CLERCQ, 1997; MAZUMBER et al., 2002; DAMONTE et al., 2004; CHATTOPADHYAY et al.,
2008; HIDARI et al., 2008). Em contrapartida, os virus ndo envelopados parecem nao ser
significativamente sensiveis a estes compostos (DAMONTE et al., 2004). Foi demonstrado ainda, que
os PS de algas podem ser utilizados como auxiliares em terapias e na profilaxia contra infecgbes
retrovirais e oportunistas em pacientes com o HIV (WITVROUW e DE CLERCQ, 1997).

Estudos in vitro com células de mamiferos demonstraram que a atividade antiviral de alguns
PS de algas esta associada a capacidade destes compostos em impedir fisicamente a entrada do
virus na célula hospedeira, e, por conseguinte, desenvolver uma infeccdo (WITVROUW e DE
CLERCQ, 1997; DAMONTE et al., 2004). O contato inicial do virus envelopado com a célula-alvo
ocorre por interagdo idnica entre regides positivamente carregadas das glicoproteinas presentes no
envelope viral e os constituintes negativamente carregados da membrana da célula-alvo. Uma vez
que os PS apresentam regides altamente sulfatadas, portanto carregadas negativamente, quando em
contato com o virus, estes compostos interagem fisicamente com os dominios positivos das
glicoproteinas virais, bloqueando o acesso do virion @ membrana celular e, portanto, impedindo sua
ligacdo e entrada na célula-alvo (vide revisdo de DAMONTE et al., 2004). Vale ressaltar que o
aumento da atividade antiviral dos PS é diretamente proporcional ao seu peso molecular e grau de
sulfatacao (WITVROUW et al., 1997).

Em camardes, existem alguns relatos sobre uma possivel agdo imunoestimulante de alguns
PS, porém faltam ainda estudos que comprovem estes efeitos ou que expliquem quais os
mecanismos efetivos de sua ag¢ao. Estudos realizados com varias espécies de camardes, entre elas,
L. vannamei (CAMPA-CORDOVA et al., 2002; HOU e CHEN, 2005; YEH et al., 2006; FU et al., 2007),
P. monodon (CHOTIGEAT et al., 2004) e F. chinensis (HUANG et al., 2006), tratados com PS e
extratos de algas marinhas através da alimentagéo, banhos de imersao ou injecédo, tem demonstrado
uma ativagao de alguns parametros do sistema imune, além do aumento na resisténcia a vibrios ou
redugéo no impacto causado pelo WSSV.

A utilizagdo de substancias imunoestimulantes, como os PS de algas marinhas, com o intuito
de atingir um estado de maior imunocompeténcia em crustaceos de interesse econémico, desponta
entdo como uma alternativa de grande utilidade, uma vez que estes animais ndo podem ser
vacinados. No entanto, existe uma falta quase completa de informagéo sobre o mecanismo de acao
destes compostos sobre o sistema imune de camardes, além de n&o haver consenso sobre sua real
eficacia, uma vez que nem sempre se verifica uma reprodutibilidade nos resultados.

O artigo sera submetido para publicagdo na revista Aquaculture e esta formatado de acordo

com as normas da mesma.
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Objetivo Geral

Avaliar o efeito dos polissacarideos sulfatados extraidos da macroalga Gracilaria birdiae
sobre as condigbes de imunocompeténcia de camardes Litopenaeus vannamei infectados
experimentalmente com o virus da sindrome da mancha branca (WSSV), através da analise de

diferentes parametros hemato-imunoldgicos.

Objetivos especificos

e Preparar uma ragdo comercial para camardes suplementada com PS extraidos da macroalga
G. birdiae;

e Determinar a melhor concentracdo destes PS na ragdo capaz de induzir um aumento na
imunocompeténcia de juvenis L. vannamei,

e Avaliar a imunocompeténcia de L. vannamei alimentados com ragdo acrescida com PS e
infectados experimentalmente com baixas doses de WSSV, em diferentes periodos da
infeccao;

e Determinar o hemograma dos animais através das contagens total (CTH) e diferencial de
hemdacitos (CDH);

e Quantificar a produgédo intracelular de anions superdxido (O;) pelos hemdcitos
imunoestimulados in vitro por laminarina (B-1,3-glicanas) ou LPS;

e Determinar as atividades da fenoloxidase (PO) e do inibidor de proteases a-2 macroglobulina
(a2M) na hemolinfa total e plasma, respectivamente;

e Determinar a capacidade aglutinante, através da titulagdo de aglutininas/lectinas no soro;

e Determinar a concentragéo de proteinas totais da hemolinfa;
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Resumo

O efeito dos polissacarideos sulfatados (PS), extraidos da macroalga Gracilaria birdiae, foi testado
sobre a imunocompeténcia do camarao Litopenaeus vannamei através da alimentagdo dos animais
com racgao contendo 0,3% de PS, seguido por desafio experimental com o virus da sindrome da
mancha branca (WSSV) (0,35 DLs). A hemolinfa foi coletada nos dias 0, 3 e 14 pds-infeccdo com
WSSV e utilizada para avaliar alguns parametros hemato-imunolégicos. Os resultados sugerem uma
aparente estimulagcdo da atividade da fenoloxidase e da capacidade aglutinante no dia 14 poés-
infeccdo. O numero total de hemdcitos (CTH) diminuiu (40%) nos camardes alimentados com a dieta
controle (sem PS), mas manteve-se estavel nos animais tratados com PS. A porcentagem de
hemdcitos granulares diminuiu (30%) em todos os grupos desafiados, independentemente da
presenca de PS. Esses resultados sugerem uma estimulagdo na produgdo de hemdcitos hialinos
associada ao tratamento com PS, uma vez que a CTH néo foi alterada. Além disso, verificou-se um
aumento na atividade da a2-macroglobulina e na produgdo de anion superoxido em todos os
camardes infectados (dias 3 e 14) independente do tratamento com PS. Embora a dieta contendo PS
nao tenha resultado em imunoestimulagdo importante nos camardes, os animais desafiados com
WSSV apresentaram uma diminuicdo (11%) na mortalidade quando tratados com PS, em
comparacao aos da dieta controle. Curiosamente, o virus ndo foi detectado nos animais desafiados
com WSSV a partir do dia 3. Acredita-se que esse achado esteja relacionado ao fenédmeno de
interferéncia viral, j& que os animais apresentaram-se infectados de forma latente pelo virus da
necrose hipodérmica e hematopoiética (IHHNV). Estudos futuros devem ser realizados para
esclarecer tal fenbmeno, bem como a atuagao dos PS de G. birdiae na sobrevivéncia dos animais.

Palavras chaves: Litopenaeus vannamei, sistema imune de crustaceos, imunoestimulantes,
polissacarideos sulfatados, WSSV.
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Abstract

In this study, we analyzed the effect of sulfated polysaccharides (SP), extracted from the macroalgae
Gracilaria birdiae, on the immunocompetence of the shrimp Litopenaeus vannamei. The animals were
fed a diet containing 0.3% SP, prior to a challenge with the white spot syndrome virus (WSSV) (0.35
LDsg). Shrimp hemolymph was collected after 0, 3 and 14 days from viral inoculum and was used to
evaluate some hemato-imunological parameters. The results indicated that phenoloxidase and
hemmagglutinating activities were apparently immunostimulated ofter 14 days of viral challenge.
Moreover, the total number of circulating hemocytes (THC) dropped drastically (40%) in shrimp fed
control diet (deprived of SP), but remained unaltered in animals fed SP-diet. The percentage of
granular hemocytes decreased considerably (30%) in all challenged shrimp groups, regardless the
presence of SP in diet. Therefore, these results suggested an increase of hyaline hemocytes in SP-
diet treated shrimp, since their THC did not decline. The results also showed that an elevation of a2-
macroglobulin activity and of anion superoxide production occurred in all infected shrimp (on days 3
and 14) regardless the presence of algal extract in the diet .Although SP-diet did not result in much
shrimp immunostimulation, animals challenged with WSSV showed a slight decrease (11%) on their
mortality rate. Curiously, WSSV-DNA was not founsd in infected shrimp. We hypothesized that this
result was due to a viral-interference phenomenon, since the animals were found to be positive to the
hypodermal and hematopoietic necrosis virus (IHHNV). Future studies are necessary to better
elucidate this phenomenon, as well as the effect of SP from G. birdiae on shrimp survival.

Key words: Litopenaeus vannamei, crustacean immune system, immunostimulants, sulfated
polysaccharides, WSSV
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1. Introdugao

A carcinicultura mundial vem atualmente enfrentando sérios desafios relacionados
especialmente a agentes infecciosos como as viroses, em especial a causada pelo virus da sindrome
da mancha branca (WSSV). O WSSV é altamente patogénico sendo responsavel por importantes
prejuizos econdmicos a industria camaroneira mundial (Chang et al., 1998). O WSSV ¢é um virus de
DNA, envelopado pertencente a familia Nimaviridae, capaz de provocar uma mortalidade de 90 a
100% nos camardes cultivados dentro de 3-7 dias apds infeccdo (Zhan et al., 1998), e com
capacidade de infectar uma ampla variedade de hospedeiros.

Os crustaceos possuem apenas um sistema imune inato, capaz de discriminar entre o
“préprio” e o “nao-proéprio”, porém desprovido da imensa variedade de anticorpos especificos e
células de memoria, como ocorre nos vertebrados. A falta de um sistema imune adaptativo resulta na
impossibilidade de se desenvolver vacinas para os crustaceos, diminuindo assim, de forma
substancial os meios de prevengdo e controle de infecgdes nesses animais. As respostas
imunolégicas em crustaceos envolvem a participacao direta dos hemacitos (reagdes celulares), assim
como, de varias moléculas dissolvidas no plasma (rea¢cdes humorais). Sendo assim, respostas
imunes celulares e humorais atuam em sinergismo para proteger os animais de invasdes e infec¢des
microbianas e parasitarias. As células imunocompetentes ou hemécitos sao os principais sitios de
sintese das moléculas imunolégicas dos camardes (Gross et al., 2001), estando diretamente
envolvidos com a fagocitose, a formagéo de ndédulos e capsulas, e a produgao/liberacdo de moléculas
citotoxicas e liticas capazes de degradar e eliminar os agentes invasores (Millar e Ratcliffe, 1994).
Nos decapodos os hemdcitos sdo normalmente divididos em trés tipos celulares, os hemdcitos
hialinos (HH), hemécitos com granulos pequenos (HGP) e hemécitos com granulos grandes (HGG)
(Hose et al., 1990).

A formacdo de ndédulos e capsulas hemociticas é frequentemente acompanhada por uma
reagdo central de melanizagao (Soderhall e Cerenius, 1998), decorrente da ativagéo do sistema pro-
fenoloxidase (proPO). Este sistema é composto por varios zimégenos de proteases, pela proPO,
além das proteinas de reconhecimento padrao (PRPs) e moléculas associadas, sendo um importante
mecanismo de reconhecimento do nao-préprio, pois € ativado por componentes da superficie de
microrganismos, como os lipopolissacarideos (LPS) de bactérias Gram-negativas e as p-1,3-glicanas
de fungos (Cerenius e Sdderhall, 2004). A ativagdo da enzima inativa (proPO) para sua forma ativa
fenoloxidase (PO) ocorre pela acdo de serino-proteases, as quais iniciam uma cascata proteolitica
cujo produto final € a melanina (Aspan e Soderhall, 1991). No entanto, a ativagdo deste sistema deve
ser estritamente regulada para evitar uma ativagdo indesejada ou generalizada no organismo do
crustaceo. Para isso, os animais possuem inibidores de proteases no plasma e/ou hemdécitos como a
pacifastina, os inibidores da familia Kazal, a serpina e a a2-macroglobulina (a2M). A a2M é um
inibidor de proteases de amplo espectro (serino, aspartato, cisteina e metalo-proteases),
constitutivamente sintetizada pelos hemécitos dos crustaceos, sendo capaz de inibir tanto proteases
endogenas do hospedeiro, como aquelas produzidas pelo patégeno durante o processo infeccioso

(vide revisdo Armstrong, 2006).
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Os processos fagociticos sdo usualmente acompanhados por um importante consumo
intracelular de oxigénio pela enzima NADPH oxidase, em um fenémeno conhecido por burst
respiratério. A NADPH oxidase esta localizada na membrana celular e na superficie dos granulos
lisossomais e € ativada por componentes microbianos como os LPS, as lipoproteinas da parede
bacteriana e pelas B-glicanas da parede de fungos (Bogdan et al., 2000). A ativagado desta enzima
gera uma série de moléculas antimicrobianas altamente tdxicas, conhecidas por intermediarios
reativos de oxigénio (ROIs), que sdo capazes de destruir os patdégenos invasores

Dentre os fatores humorais encontrados nos crustaceos estdo as proteinas de
reconhecimento padrao (PRPs) que reconhecem padrées moleculares especificamente expressos em
patégenos (PAMPs), como os LPS de bactérias Gram-negativas, as peptidoglicanas (PGs) de
bactérias Gram-positivas e as -glicanas da parede de fungos. Dentre as PRPs de crustaceos estao
varias classes de aglutininas e/ou lectinas que sao proteinas, sem atividade catalitica, com
capacidade de se ligarem especificamente a carboidratos da superficie de diferentes células,
incluindo microrganismos, causando a sua aglutinagédo e opsonizagao (Marques e Barracco, 2000).

Em relagdo a imunidade antiviral em crustaceos sé muito recentemente é que se vem
compreendendo, embora de maneira ainda limitada, os mecanismos desencadeados por estes
animais frente a uma infecgdo viral. As respostas antivirais reconhecidas atualmente nos crustaceos
(Liu et al., 2009) sdo: (1) apoptose, onde a célula infectada se “suicida”, limitando assim a replicagao
viral e a expansao da infec¢do pelo organismo do hospedeiro (vide revisao de Roulston et al., 1999);
(2) sistema de RNA de interferéncia (RNAI), que gera um silenciamento poés-transcricional dos genes
virais, apés a sua indugao por sequéncias de dsRNA virais especificas, reduzindo drasticamente a
infeccdo e gerando uma protecédo antiviral especifica nos animais (Robalino et al., 2007); e (3) o
mecanismo antiviral inespecifico decorrente do contato com um dsRNA de sequéncia inespecifica,
gera um aumento na resisténcia contra infecgbes posteriores por virus nao relacionados, gerando
uma protegao antiviral inespecifica semelhante ao observado no sistema interferon (IFN) dos
mamiferos (vide revisdes de Robalino et al., 2007).

Apesar de todo arsenal imunolégico que compde o sistema imune dos camardes, estes
animais estdo sujeitos as enfermidades nos cultivos, sendo assim, a busca por substancias que
melhorem a imunocompeténcia destes camardes desponta como uma alternativa interessante, uma
vez que estes nao podem ser vacinados. Dentre estas substancias potencialmente
imunoestimulantes para camardes estdo descritas as f-glicanas, os LPS, os PGs e os
polissacarideos sulfatados (PS) de algas (Song e Huang, 2000). Na literatura existem alguns relatos
sobre a acgao estimulante de PS de diferentes algas sobre a imunidade de camarbes cultivados,
levando ainda a um aumento na resisténcia as vibrioses (Hou e Chen, 2005; Huang et al., 2006; Yeh
et al., 2006; Fu et al., 2007) e a uma redugédo na mortalidade dos animais pelo WSSV (Chotigeat et
al., 2004). O presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito de um extrato bruto de PS da
macroalga vermelha Gracilaria birdiae sobre as condigbes de imunocompeténcia de L. vannamei
infectados experimentalmente com baixa carga de WSSV, através da andlise de diferentes

parametros hemato-imunolégicos.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Preparo da ragéo suplementada com polissacarideos sulfatados extraidos de Gracilaria birdiae

(PS) e determinagdo da melhor concentragéo de PS na ragdo

Os PS utilizados neste estudo foram extraidos da macroalga, segundo o protocolo descrito
por Lima (2007). Quatro diferentes concentracdes de PS (0,1%, 0,3%, 0,6% ou 1,2%) foram
adicionadas na ragdo comercial, triturada e acrescida de 5% aglutinante CMC (carboxi metil celulose).
Os PS foram dissolvidos em agua aquecida (40°C) e adicionados a ragédo. A ragdo sem PS (0%)
sofreu 0 mesmo processo, porém adicionando-se apenas o diluente dos PS. A mistura foi
repeletizada, seca overnigth a 45°C, e deixada esfriar lentamente. Para determinar a melhor
concentracdo imunoestimulante de PS na ragao, analisou-se 120 Litopenaeus vannamei juvenis (10-
12 g) aparentemente saudaveis e em periodo de intermuda provenientes do Laboratério de
Camardes Marinhos (UFSC) e acondicionados em caixas de 40 L no Laboratério de Imunologia
Aplicada a Aquicultura (LIAA), onde foram separados em cinco grupos (G1 a G5), com duas réplicas
cada (n=24/grupo). Apos 48h de aclimatagdo, os camardes foram alimentados por 15 dias (uma vez
ao dia) com uma das ragées: G1: 0% PS; G2: 0,1% PS; G3: 0,3% PS; G4: 0,6% PS e G5: 1,2% PS. O
consumo alimentar (g de ragéo/g peso vivo/dia) foi determinado em 0,0040 g/g de peso vivo/dia. No
dia 8 e 15 apods o inicio da alimentagao, os animais foram amostrados (item 2.3.) e varios parametros
hemato-imunolégicos analisados (itens 2.3.1. a 2.3.6). Este estudo prévio permitiu determinar a
melhor concentracdo de PS (0,3%) como sendo capaz de induzir uma maior imunoestimulagdo em L.
vannamei (dados ndo apresentados) e esta concentragdo foi entdo selecionada para o experimento

definitivo.

2.2. Animais e Desenho Experimental

Para esse estudo foram utilizados, machos e fémeas de L. vannamei (13 = 1,5 g, n=320),
aparentemente saudaveis e em estagio de intermuda, provenientes de um viveiro em consércio com
tilapias (Oreochromis niloticus) de uma fazenda de cultivo em S&o Francisco do Sul (SC). Os animais
permaneceram em aclimatacao por 24 h antes de iniciar-se o experimento, foram separados em dois
grupos e mantidos em aquarios (50 L), com dois sistemas de recirculagdo de agua fechados e
totalmente independentes entre si, contendo agua marinha filtrada (30%o.). Os aquéarios contavam com
aeragdo constante e temperatura de 22 + 1,4°C. Os parametros fisico-quimicos da agua foram
verificados diariamente apds o inicio do experimento.

Estes dois grupos foram inicialmente alimentados com racdo suplementada com 0,3% PS
(grupo PS+) ou desprovida de PS (grupo PS-). Este periodo de pré-alimentagéo teve por objetivo
avaliar o potencial efeito estimulante dos PS sobre a imunidade de L. vannamei, independentemente
do desafio com WSSV. Apds 18 dias do inicio da alimentacdo, os grupos foram subdivididos em
quatro tratamentos, onde o grupo PS+ originou os tratamentos T1 e T3 e o grupo PS-, originou os

tratamentos T2 e T4. Cada tratamento foi composto por cinco réplicas (caixas de 50 L;
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n=80/tratamento) e neste dia (Dia 0), os animais foram injetados com uma solugéo contendo ou nao
WSSV. Porém antes da infecgéo, a hemolinfa de alguns animais/réplica/tratamento foi coletada para
a analise imunoldgica correspondente a pré-infecgao (Dia 0) (Fig. 1). Os animais de cada tratamento
foram entéo injetados com uma solugéo contendo (T1 e T2) ou ndo WSSV (T3 e T4) (ver item 2.2.2.).
O mesmo esquema de alimentagdo continuou para cada tratamento, até o final do experimento que
totalizou 32 dias. Trés coletas de hemolinfa foram realizadas ao longo do experimento (Fig. 1) a fim
de avaliar-se a imunocompeténcia dos animais: nos dias 18° (apds o inicio da alimentacdo e que
correspondeu ao Dia 0 ou pré-infecgdo), 21° (correspondendo ao 3° dia pds-infeccdo) e 32°

(correspondendo ao 14° dia pds-infecgao) (Fig. 1).

Alimentagdo comPS (T1 e T3) oundo (T2 e T4)

I~
~ N

|
! T !

Inicio do 18° Dia 21° Dia 32° Dia
Experimento {Dia 0} (3° dia pos infeccao) (14° dia pés infecgio)
e N A
Pré-infecgdo com WSSY Pés-Infecgio com WSSY

Fig. 1. Esquema explicativo do desenho experimental. Inicio do experimento corresponde ao inicio da alimentacdo dos animais
por 18 dias com ragéo acrescida (grupo PS+) ou ndo (grupo PS-) com PS; 18° dia: primeira coleta de hemolinfa (Dia O pré-
infecgdo), seguida por injecdo dos animais com solugdo contendo virus da mancha branca (WSSV) (T1 e T2) ou ndo (T3 e T4);
21° dia: segunda andlise imunolégica, correspondendo ao 3° dia pés-infecgao; 32° dia: terceira andlise, correspondendo ao
14° dia pés-infecgao.

2.2.1. Preparo do inéculo com WSSV e determinacéo da DL5, correspondente a 30% de mortalidade

dos animais

Inicialmente, um inéculo de WSSV foi preparado segundo metodologia adaptada de Prior et
al. (2003). Para isto, 10 g de tecido muscular congelado de camardes, diagnosticados como positivos
para WSSV (analise de PCR, item 2.2.3.) foram homogeneizados em Tris-NaCl estéril (20 mM Tris,
0,4 M NaCl, pH 7,4) (1:10 p/v) e em seguida centrifugado a 2.000 xg, por 20 min a 4°C. O
sobrenadante foi recuperado e recentrifugado a 9.000 xg, por 10 min a 4°C, para em seguida ser
filtrado (0,45 pm) em condigbes estéreis. A solugéo viral foi aliquotada (200 pl) e mantida em
nitrogénio liquido (-196°C), sendo que uma parte do filirado foi imediatamente utilizada para se
determinar a DLsy capaz de causar 30% de mortalidade nos animais, segundo o protocolo de Reed e
Muench (Meslin et al., 1996). Para tal, procedeu-se a diluicdo seriada do indculo em tampao Tris-
NaCl estéril, em diferentes concentragbes (10'3 a 10'9) e, imediatamente, cada uma destas solugdes
foi injetada intramuscularmente (50 ul entre 0 1° e 2° segmentos dorsais) em 6 animais. Durante os
14 dias que se seguiram, o comportamento dos animais foi observado, bem como a mortalidade
monitorada e registrada. Os animais mortos foram amostrados para verificar a presenga do WSSV
por PCR (item 2.2.3.) e imediatamente destruidos por calor. A diluicdo da solugéo viral de 10 foi a

que correspondeu a 0,35 DLs, € que causava aproximadamente 30% de mortalidade dos animais em
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14 dias. Esta diluicdo foi entéo utilizada para a infecgdo dos animais no experimento definitivo (item
2.2.2.). Simultaneamente, uma solugao de tecido muscular livre de WSSV (diagnosticada por PCR) foi

preparada para servir de indculo aos grupos de animais nao-infectados com WSSV (T2 e T4).
2.2.2. Infecgéo experimental dos camarbes com WSSV

Apo6s 18 dias de alimentagdo, os animais dos tratamentos T1 e T2 (Fig. 1) foram inoculados
com 0,35 DLg (diluicéo 10'9) da solugao viral, enquanto os T3 e T4 foram injetados com a solugao
livre de WSSV (diluida a 10®). Antes da injecdo, a hemolinfa (pools de 3-4 animais/tratamento) foi
coletada para analise dos imunoparametros, constituindo a analise do “dia zero ou pré-infecgao”. Os
animais cuja hemolinfa foi coletada foram imediatamente descartados, n&do retornando ao
experimento. Os animais inoculados foram monitorados constantemente e a mortalidade registrada
diariamente. Animais mortos foram retirados das caixas antes que os demais pudessem iniciar o
processo de canibalismo, evitando assim uma possivel reinfecgdo horizontal. A agua utilizada durante
0s experimentos, assim como todos os equipamentos foram desinfetados por hipercloragcao (30 mg/l

de hipoclorito de célcio) segundo normas da OIE (2006).
2.2.3. Detecgao do WSSV, através da amplificacdo do DNA viral por PCR

Apds cada coleta de hemolinfa (dias 0, 3 e 14 pds-infecgdo), pléopodes e hemdcitos de 9
animais/tratamento foram coletados para diagnosticar a presenga do WSSV. Os pledpodes foram
lavados em Tris-NaCl e armazenados em etanol 70%, e os hemdcitos foram centrifugados (800 xg,
por 10 min a 4°C) e ressuspendidos em etanol 70%, para posterior extragcdo do DNA genémico e
amplificagéo viral. No caso dos pléopodes, 100 mg de tecido foi lavado 5x em agua MilliQ, e
centrifugado a 4.000 xg, por 5 min a 4°C. O tecido foi ressuspendido em tampéao de lise (100 mM Tris-
HCI, 10 mM NacCl, 50 mM EDTA), macerado mecanicamente e acrescido de 2,5 ul de proteinase K
(20 mg/ml — concentragao final 100 pg/ml) e 50 pl de SDS a 10% (concentragéo final a 1%). A mistura
foi entdo incubada overnigth a 65°C e o DNA gendmico extraido (DNAzol, Invitrogen). No caso dos
hemdacitos, apds centrifugacao (800 xg, por 10 min a 4°C), o pellet celular foi ressuspendido (3x) em
10 mM Tris (pH 7,5) e centrifugado a 2.000 xg, 10 min a 4°C. O DNA gendmico foi entdo extraido
(DNAzol) e ambos os DNAs dos pleépodes e dos hemdcitos foram solubilizados com 8 mM NaOH
(100 a 300 pl). A pureza das amostras de DNA foi avaliada em espectofotémetro (Azso280nm) (Biowave
Il - WPA). A integridade do DNA gendmico foi realizada através da amplificagédo da actina.

A presencga do WSSV foi monitorada a partir de 3 diferentes jogos de iniciadores, desenhados
a partir de sequéncias génicas de proteinas do WSSV depositadas no GenBank

(www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank/). Dois dos jogos utilizados foram os normalmente preconizados pela

OIE (www.oie.int/eng/normes/fmanual/Asummry.htm): sendo eles: (A)
WSSV146Fw1:5ACTACTAACTTCAGCCTATCTAG3 ;WSSV146Rv1:5TAATGCGGGTGTAATGTTC

TTACGAY (amplicon 1447 pb); (B) WSSV146Fw2 (NESTED PCR):
5’GTAACTGCCCCTTCCATCTCCASZ’; WSSV146Rv2: 5TACGGCAGCTGCTGCACCTTGTY
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(amplicon 941 pb). O terceiro jogo de primers foi referente a uma sequéncia da VP19 (proteina do
envelope viral de WSSV) (GenBank: EU012447) VP19Fw: 5’ATGGCCACCACGACTAACACT3;
VP19Rv: 5CTGCCTCCTCTTGGGGTA3’ (amplicon 375 pb). As condicdes otimas de PCR
(temperatura de ligagdo dos iniciadores e numero de ciclos) para WSSV146 foram 94°C por 4 min,
55°C por 1 min, 72°C por 2 min, seguido por 39 ciclos (94°C por 1 min, 55°C por 1 min e 72°C por 2
min), e 72°C durante 5 min. No caso dos iniciadores VP19 as condigdes foram otimizadas em 94°C
durante 5 min, seguidos por 30 ciclos (94°C por 45 s, 67°C por 45 s e 72°C por 45 s), e 72°C durante
10 min. A confirmacdo da presenca ou ndo de sequéncias génicas referentes ao virus foi entao
confirmada através da visualizagao em fotodocumentador (UV) das bandas correspondentes a cada
amplicon esperado, em gel de agarose (1,2%), corado com brometo de etidio.

Além da analise de PCR convencional, as amostras coletadas nos dias 3 e 14 pds-infecgao
foram submetidas a uma PCR em tempo real (Rotor Gene 6000, Corbett Life Science) utilizando-se o
kit DyNAmo™ SYBR® Green qPCR (Finnzymes), a partir de 54 a 264 ug de DNA gendmico, 10 uM
Master mix, 0,3 yM de cada primer (VP19 acima), para um volume final de 20 ul. As condi¢des 6timas
da reacéo para os primers foram otimizadas em 94°C durante 5 min, seguido por 30 ciclos (94°C por
45 s, 58°C por 45 s e 72°C por 45 s), e 72°C durante 10 min.

2.3. Coleta de hemolinfa e analise dos imunoparametros

A coleta de hemolinfa seguida da analise dos imunoparametros foi realizada em trés
diferentes dias do experimento: Dia zero (0) ou pré-infecgao e dias 3 e 14 pds-infecgdo. A coleta de
hemolinfa foi constituida por 3 pools de 3 animais/tratamento para todos os imunoparametros, exceto
para a quantificacdo da produgao de anions superoxido, onde foram utilizados 4 animais/tratamento.
Para tal, 1 ou 2 animais foram aleatoriamente coletados de cada réplica, de maneira que animais de
todas as réplicas e de todos os tratamentos foram simultaneamente analisados (contabilizando 9
animais por coleta). No caso da produgao de anions superoxido, os animais também foram coletados
aleatoriamente em cada réplica (n= 2 ou 3), contabilizando 12 animais por coleta.

A hemolinfa foi coletada, da regiao ventral abdominal higienizada com etanol 70%, utilizando-
se uma seringa de 1 ml (agulha de 13 x 0,45; 26 G1/2”) previamente resfriada (4°C). Imediatamente,
uma parte do volume retirado foi depositada em um microtubo contendo uma das seguintes solugdes
anticoagulantes: AC1 (400 mM NaCl, 100 mM glicose, 30 mM citrato de sédio, 10 mM EDTA, 26 mM
acido citrico, pH 6,5) ou AC2 (27 mM citrato de sodio, 336 mM NaCl, 115 mM glicose, 9 mM EDTA,
pH 7,4), na proporgao 1:2 (hemolinfa: AC). Esta hemolinfa, denominada de hemolinfa total (plasma +
hemdocitos) foi utilizada para os hemogramas, atividade da a2-macroglobulina, atividade de PO e
concentracdo protéica. A analise de produgao de anions superoxido utilizaram hemacitos coletados
em AC1. A outra parte da hemolinfa foi depositada em um microtubo e deixada coagular por 24 h a
4°C, para obtencgao do soro (repetidas centrifugagdes a 2.000 xg, 10 min, 4°C) e posterior analise da

capacidade aglutinante.
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2.3.1.Contagem Total (CTH) e Diferencial de Hemécitos (CDH)

Para a contagem total e diferencial de hemdcitos, a hemolinfa (30 ul) de cada amostra foi
misturada a uma solugéo SIC-EDTA (450 mM NaCl, 10 mM KCI, 10 mM HEPES, 10 mM EDTA, pH
7,2) (proporcao 1:9), acrescida de 4% formaldeido. O numero das células foi entdo estimado em
camara de Neubauer, em triplicatas. A contagem diferencial de hemdcitos foi realizada em
microscopia de contraste de fase (MCF). Estimando-se a porcentagem relativa das populagdes de

hemacitos circulantes contando-se aleatoriamente um minimo de 100 células por pool.
2.3.2. Atividade do inibidor de proteases a2-macroglobulina (a2M) — Ensaio de prote¢do de protease

A atividade da a2M foi avaliada através do ensaio de protecdo de protease (tripsina)
(adaptado de Armstrong et al., 1996). Para tal, aliquotas de 50 ul de hemolinfa total (pool de 3
animais por tratamento/coleta) foram depositadas em pogos de uma microplaca (fundo chato) e
incubados com o mesmo volume de uma solugdo de tripsina (concentragéo final 5 pg) diluida em
Tris/NaCl (50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,4), por 15 min a 30°C. Em seguida, 50 yl de inibidor de
tripsina de soja (Sigma; concentracéo final 50 ug, também diluido em Tris/NaCl) foram adicionados
em cada pogo e a mistura incubada por 10 min, a 30°C. Apds incubagdo, uma solugdo do peptideo
cromogénico BApNA (Na-Benzoyl-DL-arginine 4-nitroanilide hydrochloride; Sigma; concentragao final
0,83 mM) foi adicionada a mistura. A liberagcdo do peptideo cromogénico foi analisada
espectofotometricamente (Absorbancia 405 nm). A atividade da a2M (avaliada indiretamente através
da atividade da tripsina imobilizada) foi expressa pela variagdo da absorbancia por minuto por
miligrama de proteina, onde uma unidade da atividade correspondeu ao aumento de 0,001 na
absorbancia, por min e por miligrama de proteina, a 20°C. Como controle positivo da reagéo, a
hemolinfa total de camarao foi substituida por plasma humano (diluido 3x em Tris/NaCl); no controle
negativo a hemolinfa total de camarao foi incubada com tamp&o. Todos os ensaios foram realizados

em triplicatas.
2.3.3. Quantificagdo da produgéo intracelular de dnions superéxido (O)

A producao de O, pelos hemdcitos de L. vannamei foi quantificada pelo método de redugao
do NBT (nitro-blue-tetrazolium, Sigma), segundo protocolo descrito por Guertler (2007). Para tal, a
hemolinfa coletada em AC1 de cada amostra foi centrifugada a 800 xg, por 10 min a 4°C e os
hemacitos recuperados e ressuspendidos em solugao salina para Penaeus (SS-P: 5,4 mM KCI, 2,6
mM MgCl,, 3 mM CaCl,, 400 mM NaCl, 2 mM NaHCO,, pH 7,6) e lavados (uma vez) com a mesma
solugdo por centrifugagdo. Uma suspensédo de hemdcitos (100 pl) contendo 2,5 x 10° cél/ml foi
preparada em SS-P depositada nos pogos de uma microplaca estéril (fundo chato) e deixados aderir
por 10 min, a 20°C. As monocamadas celulares foram entdo cuidadosamente lavadas duas vezes
com SS-P a 4°C e incubadas com os indutores (100 pl): LPS (100 pg/ml em SS-P) ou laminarina (B-

1,3 glicanas; 2 mg/ml) e o NBT 3% (substrato do &nion superoxido). As monocamadas controle
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receberam NBT e SS-P, sem os indutores. As monocamadas foram incubadas por 15 min a 20°C, no
escuro. Apos, o sobrenadante foi removido e as células fixadas com metanol absoluto (10 min), e
lavadas (trés vezes) com metanol 70%. Apos secagem ao ar, as células foram rompidas com KOH 2
M (120 pl) e a seguir tratadas com DMSO (140 ul) para solubilizar o precipitado azul de formazan. O

conteudo azul foi transferido para uma nova microplaca e mensurado espectrofotometricamente (630

nm). Os ensaios foram realizados em triplicata.

2.3.4. Atividade da fenoloxidase (PO)

A atividade da enzima PO foi avaliada depositando-se hemolinfa total (10 yl) de cada amostra
em pogos de uma microplaca (fundo chato) em presenca de 10 pl de tripsina (1 mg/ml em agua
ultrapura) e 250 yl do substrato enzimatico, L-DOPA (3 mg/ml) em agua ultrapura. Os hemocitos
foram rompidos por choque hipotdnico liberando seu conteudo intracelular. A formagéo do pigmento
vermelho-coral DOPA-cromo foi quantificada em leitor de microplacas a 490 nm, ap6s 10 min de
incubagédo a 20°C. A atividade da PO foi expressa pela variagdo da absorbancia por minuto por
miligrama de proteina, onde uma unidade da atividade enzimatica correspondeu ao aumento de
0,001 na absorbéancia, por min e por miligrama de proteina a 20°C (Sdderhall e Hall, 1984). A
atividade basal (PO ja presente no plasma) foi quantificada incubando-se a amostra com agua ao

invés de tripsina. Todos os ensaios foram feitos em triplicata.

2.3.5. Avaliagdo da capacidade aglutinante da hemolinfa

A titulagdo de aglutininas/lectinas na hemolinfa foi realizada utilizando-se amostras de 50 pl
de soro (pool de 3 animais por tratamento/coleta) diluidas serialmente em TBS (50 mM Tris, 150 mM
NaCl, 10 mM CacCl,, 5mM MgCl,, pH 7,4) em microplacas de 96 pogos (fundo em “U”) e incubadas
com 50 ul de uma suspenséo de eritrocitos de cdo a 2% em TBS por 2 h a 25°C, em cadmara umida.
No controle, o soro dos camardes foi substituido por TBS. O titulo aglutinante natural do soro foi
expresso como o reciproco da maior diluicdo ainda capaz de apresentar aglutinagdo. Todos os

ensaios foram realizados em ftriplicatas.
2.3.6. Concentragéo de proteinas totais da hemolinfa (CP)

A concentragao de proteinas totais da hemolinfa (pools de 3 animais por tratamento/coleta) foi
determinada pelo método de Bradford (1976), utilizando-se albumina de soro bovino (BSA) como
proteina padréo. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

2.3.7 Anélise Estatistica

Os dados obtidos das analises de hemogramas, produgdo de anions superoxido, atividades

da PO e a2M, capacidade aglutinante e CP da hemolinfa, foram inicialmente submetidos a uma
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analise de varidncia (ANOVA), usando-se um teste de uma via, onde o fator principal foi o tratamento
dentro de cada tempo (dia 0, 3 e 14 pés-infecgao). Em seguida foi utilizado o teste de comparagéao de
médias de Duncan. Na sequéncia, outro teste de uma via foi utilizado para avaliar a data de coleta
dentro de cada tratamento, seguido do teste de comparagdo de médias Dunnett, que designou os
valores do dia 0 (grupos PS+ e PS-) como os controles respectivos para T1/T3 e T2/T4. Por fim, um
teste de duas vias foi entao utilizado, onde os fatores foram a data de coleta (dia 3 e 14 pds-infecgéo)
e o tratamento, seguido por um teste de comparagédo de médias Post-hoc Contrasts for LS means.

Os valores de porcentagens de hemdcitos granulares e hialinos foram transformados para
arcoseno, e os da atividade aglutinante para Log,, por n&o apresentarem homogeneidade de
variancia. Os dados referentes a sobrevivéncia dos animais no final do experimento foram analisados

pelo teste de comparagao entre duas proporgdes unilaterais.

3. Resultados

3.1. Detecgdo do DNA viral (WSSV) no inéculo e tecidos dos animais injetados

Uma banda de tamanho correspondente ao amplicon esperado (375 pb) foi encontrada no
in6culo fresco, por PCR, utilizando o iniciador VP19 (linha 2, Fig. 2). Esta solugao foi estocada por 30
dias a -196°C. No entanto, as amostras de DNA gendmico dos hemdcitos e pléopodes dos animais

injetados (T1 e T2) ndo revelaram a presencga do virus nos dias 3 e 14 apds a inje¢cao, nem por PCR

convencional, ou PCR em tempo real (dados ndo apresentados).

M 1 2

375 pb

Fig. 2. Perfil eletroforético em gel de agarose (1,2%) do fragmento amplificado (375 pb) correspondente a proteina de envelope
VP19 do WSSV. M: marcador de peso molecular (100 pb); 1: controle positivo (L. vannamei infectado com WSSV) ; 2: Inéculo
de WSSV utilizado no experimento.

3.2. Determinacéo da diluicdo do inéculo para a infecgdo experimental

A diluicdo do in6culo que gerou uma mortalidade de 30% correspondente a 0,35 DLs, foi
determinada como sendo 10”°. Esta diluigdo foi entéo utilizada para infectar os animais T1 e T2 (item

3.2.2). Animais injetados com altas concentragbes da solugao viral comegaram a morrer em 72 h.
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3.3 Anélise dos Imunopardmetros

3.3.1. Contagem Total de Hemdcitos (CTH)

No periodo de pré-infecgdo ndo houve diferenga significativa entre a CTH dos animais
tratados (PS+) ou nao (PS-), por 18 dias, com ragdo acrescida com PS (Fig. 3), apesar de se
onbservar uma tendéncia a menores valores nos animais tratados. No entanto, apdés 3 dias da
infeccdo, os grupos ndo alimentados com PS registraram uma queda significativa de 38% na CTH
dos animais infectados com WSSV (T2=17,55 + 6,19 x 10° céls/ml), em relagdo a pré-infeccdo (PS- =
28,3 + 5,3 x 10° céls/ml) (p<0,05). Os animais controle (T4) também registraram uma queda na CTH
de 48% no periodo. Interessante, contudo, que a CTH dos animais previamente tratados com PS
mantiveram seus valores de CTH mesmo apds a infeccdo com WSSV (T1) ou diluente (T3) (Dia 3,
Fig. 3). No 14° dia, a CTH dos animais T2 aumentou significativamente (24,1 £ 2,6 x 10° céls/ml), se
igualando ao valor da pré-infecgdo e sendo superior aquela dos animais néo infectados (T3 e T4)
(Fig. 3). De uma maneira geral, a CTH dos animais, 14 dias p6s-infecgéo, foi baixa, porém apenas
significativamente diferente da pré-infecgdo no grupo controle, T4.
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Fig. 3. Contagem total de hemdcitos (CTH) em L. vannamei nos dias 0, 3 e 14 pds-infecgdo com o virus da sindrome da
mancha branca (WSSV). Os animais do grupo “PS+” (Dia 0, pré-infecgédo) foram alimentados com polissacarideos sulfatados
de Gracilaria birdiae (PS) por 18 dias e, em seguida, infectados (T1) ou ndo (T3) com WSSV. Os animais do grupo “PS-" foram
alimentados com ragéo sem PS e apds, infectados (T2) ou ndo (T4) com WSSV. As barras representam a média = DP da CTH
(3 pools de 3 individuos/tratamento/analise). Letras minusculas representam as diferengas significativas (p<0,05) entre as CTH
de todos os tratamentos, dentro de cada analise. Letras mailsculas representam as diferengas significativas (p<0,05) entre as
CTH dos animais tratados com PS (PS+, T1, T3) analisadas em separado dos animais tratados sem PS (PS-, T2 e T4), ao
longo do experimento.
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3.3.2 Contagem Diferencial de Hemécitos (CDH)

Dentre os diferentes tipos de hemdcitos circulantes, os hemdcitos granulares (HG) se
mostraram, como esperado, o tipo de célula predominante em todas as analises. Na pré-infec¢ao (dia
0) a porcentagem de cada tipo de hemdcito nos animais foi semelhante entre os tratamentos (cerca
de 90% para os HG e 10% para os HH). Contudo e de maneira interessante, ap6s 3 dias da infecgao,
observou-se uma alteragdo significativa na relacdo inicial de HG/HH dos animais infectados com
WSSV (linha vermelha na Fig. 4), independentemente se tratados (T1) ou ndo com PS (T2), havendo
uma queda brusca no nimero de HG (porcentagem 27%) (Fig. 4). Ja nos animais nao-infectados (T3
e T4) a relagdo HG/HH permaneceu semelhante a pré-infeccdo. Curiosamente, apos 14 dias da
infeccdo os tratamentos T1 e T2 apresentaram um retorno a porcentagem inicial das populagdes de
hemdcitos circulantes na hemolinfa, ficando os valores muito proximos aos registrados na analise do
dia O (Fig. 4).
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Fig. 4. Porcentagem de hemécitos granulares (HG) e hialinos (HH) em L. vannamei nos dias 0, 3 e 14 poés-infecgdo dos
animais com o virus da mancha branca (WSSV). As barras representam a média + DP (3 pools de 3 individuos/tratamento).
Letras minusculas representam as diferengas significativas (p<0,05) entre a DHC de todos os tratamentos, dentro de cada
analise. Letras mailsculas representam as diferengas significativas (p<0,05) entre as DHC dos animais tratados com PS (PS+,
T1, T3), analisadas em separado dos animais tratados sem PS (PS-, T2 e T4), ao longo do experimento. Os asteriscos
representam as diferengas significativas (* p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001) da DHC dentro do mesmo tratamento, apds inje¢ao.

3.3.3. Atividade do inibidor de proteases a2-macroglobulina (a2M) - Ensaio de prote¢do de protease

No periodo de pré-infeccdo, a atividade da a2M mostrou-se mais baixa que nas demais

analises, sendo semelhante entre os animais tratados ou ndao com PS (0,67 U/min/mg). Porém apés a
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injecdo dos animais (3° dia), essa atividade aumentou em todos os tratamentos (Fig. 5),
especialmente nos animais infectados com WSSV (T1 e T2) cujo aumento foi de no minimo cinco
vezes ((3,35 + 0,54 e 4,72 + 0,62 U/min/mg, respectivamente). Curiosamente, os animais nao
tratados com PS (T2) registraram a maior média de atividade da a2M, embora esta ndo tenha sido
estatisticamente diferente de T1 (tratado com PS). Os animais controle (T4) foram os que registraram
a menor atividade em todas as analises (Fig. 5). Ja no 14° dia pés-infec¢ao, observou-se em todos os
tratamentos uma atividade da a2M diminuida em relagdo ao terceiro dia, sendo que os valores se
aproximaram daqueles da pré-infecgédo (Fig. 5). Os grupos alimentados com PS e/ou infectados com
WSSV (T1, T2 e T3) apresentaram valores médios de atividade da a2M mais altos que o grupo
controle (T4). Além disso, observou-se que os animais alimentados com PS (T1 e T3) foram os que
apresentaram a queda menos acentuada na atividade aos 14 dias, em relagéo a analise anterior (Fig.
5).
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Fig. 5. Atividade da a2-macroglobulina (a2M) em L. vannamei nos dias 0, 3 e 14 pdés-infecgdo com o virus da mancha branca
(WSSV). As barras representam a média + DP da atividade da a2M (3 pools de 3 individuos/tratamento/andlise). Letras
minusculas representam as diferencgas significativas (p<0,05) entre a atividade da a2M de todos os tratamentos, dentro de cada
analise. Letras maiusculas representam as diferengas estatisticas (p<0,05) da atividade da a2M entre os animais tratados com
PS (PS+, T1, T3), analisados em separado dos animais ndo tratados com PS (PS-, T2 e T4), ao longo do experimento. Os
asteriscos representam as diferengas significativas (* p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001) da atividade da a2M entre os
tratamentos apds a injegéo.

3.3.4. Quantificagdo da produgéo intracelular de dnion superoxido (Oy’)

Na pré-infeccdo, a producdo de anion superoxido (O,) pelos hemdcitos dos camardes
tratados com PS, por 18 dias, foi estimulada (cerca de 2x) por ambos indutores, laminarina (B-1,3-
glicanas) e LPS, (Fig. 6). Ja os hemdcitos dos animais ndo tratados com PS foram estimulados

apenas pelas B-1,3-glicanas (2x) e nao pelos LPS. Apéds injegdo, e no dia 3, observou-se que a
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laminarina estimulou apenas os hemdcitos dos animais controle (T4) (1,6x), sendo que os LPS

0,028) (Fig.

induziram os hemdcitos dos animais infectados e nao alimentados com PS (T2) (1,6x) (p

ao

houve um aumento significativo na estimulag

, ha analise do 14° dia poés-infecgéao,

6). Curiosamente

dos hemdcitos dos camarbes exclusivamente pelos LPS (2,5 a 3x superior a producdo basal),

especialmente nos animais infectados com WSSV (T1 e T2) (Fig. 6).
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Fig. 6. Producdo de anions superoxido pelos hemdcitos de L vannamei estimulados in vitro por um dos indutores laminarina ou

LPS (lipopolissacarideo) e quantificada através do método de redugédo do NBT, nos dias 0, 3 e 14 pds-infeccdo dos animais
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com WSSV. As barras representam a média + DP da produgéo intracelular de O, (n=12/andlise/tratamento). Letras minusculas
representam a estimulagao celular significativa (p<0,05) pelo indutor em relagdo a produgéo basal, dentro de cada tratamento e
em cada analise.

3.3.5. Atividade da fenoloxidase (PO)

A atividade da PO na hemolinfa dos animais no dia zero foi semelhante entre si (Fig. 7),
independentemente do tratamento com PS. Ja, apds a infecgdo (dia 3) houve uma ligeira queda
especialmente observada nos animais infectados com WSSV (T1 e T2). No entanto, esta diminuigdo
na PO foi significativa apenas nos animais infectados com WSSV e nao tratados com PS (T2). Nos
animais tratados com PS e n&o infectados (T3) a atividade da PO permaneceu estatisticamente
inalterada. Curiosamente, passados 14 dias, um aumento significativo na atividade da PO foi
registrado nos animais tratados com PS, independente de terem sido infectados (T1) ou ndo com
WSSV (T3). Neste periodo, o grupo controle (T4) também teve um aumento significativo na atividade
da PO (1,5x).
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Fig. 7. Atividade da fenoloxidase (PO) em L. vannamei nos dias 0, 3 e 14 pds-infecgdo com WSSV. As barras representam a
média + DP da atividade da PO (3 pools de 3 individuos/tratamento/analise). Letras minusculas representam as diferengas
significativas (p<0,05) entre a atividade da PO de todos os tratamentos, dentro de cada analise. Letras maiusculas representam
as diferengas estatisticas (p<0,05) da atividade da PO entre os animais tratados com PS (PS+, T1, T3), analisados em
separado dos animais néo tratados com PS (PS-, T2 e T4), ao longo do experimento. Os asteriscos representam as diferengas
significativas (* p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001) da atividade da PO entre os tratamentos, apds a injegéo.

3.3.6. Atividade aglutinante da hemolinfa

A capacidade hemaglutinante do soro dos camardes de todos os tratamentos e ao longo do

experimento praticamente ndo se alterou, variando somente em alguns poucos casos (Fig. 8).
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Apenas no 14° dia pés-infecgao registrou-se um aumento significativo na capacidade aglutinante dos
animais tratados com PS e infectados com WSSV (T1). Nos demais tratamentos, a capacidade

hemaglutinante dos animais n&o sofreu alteragao significativa.
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Fig. 8. Atividade aglutinante do soro de camardes, contra eritrocitos de cdo em L. vannamei nos dias 0, 3 e 14 pds-infeccédo
com o virus da mancha branca (WSSV). As barras representam a média + DP da atividade hemaglutinante (3 pools de 3
individuos/tratamento/anadlise). Letras mindsculas representam as diferengas significativas (p<0,05) entre a atividade
aglutinante em todos os tratamentos, dentro de cada analise. Letras mailsculas representam as diferengas estatisticas
(p=0,05) da atividade aglutinante entre os animais tratados com PS (PS+, T1, T3), analisados em separado dos animais ndo
tratados com PS (PS-, T2 e T4), ao longo do experimento. Os asteriscos representam as diferengas significativas (* p<0,05, **
p<0,01 e *** p<0,001) da atividade aglutinante entre os tratamentos, apds a injecao.

—

3.3.7. Concentragao de proteinas totais da hemolinfa (CP)

Na pré-infeccdo a CP dos animais tratados (PS+) ou ndo com polissacarideos (PS-) foi
semelhante entre si (63,21 £+ 8,44 e 60,10 + 4,95 mg/ml, respectivamente) (Fig. 9). Apos 3 dias da
infeccdo, a CP em todos os grupos se manteve semelhante a pré-infeccdo, porém os animais
infectados e ndo tratados com PS (T2) registraram uma maior CP (63,56 + 9,42 mg/ml) quando
comparados aos animais infectados e tratados com PS (T1) ou ao grupo controle (T4) (p< 0,05). Um
perfil semelhante de CP foi encontrado aos 14 dias pos-infecgdo, cujos valores permaneceram
inalterados, com exceg¢do novamente de T2, cuja CP aumentou significativamente (80,6 + 17,20
mg/ml) ao seu valor na pré-infec¢ao (60,10 + 4,9 mg/ml) e também aquela da analise anterior (63,56
+ 9,42 mg/ml) (Fig. 9).
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Fig. 9. Concentragéo de proteinas totais da hemolinfa (CP) de L. vannamei nos dias 0, 3 e 14 pos-infecgdo com o WSSV). As
barras representam a média + DP da CP (3 pools de 3 individuos/tratamento/analise). Letras minusculas representam as
diferencgas significativas (p<0,05) entre a CP de todos os tratamentos, dentro de cada analise. Letras maiusculas representam
as diferengas estatisticas (p<0,05) da CP entre os animais tratados com PS (PS+, T1, T3), analisados em separado dos
animais ndo tratados com PS (PS-, T2 e T4), ao longo do experimento. Os asteriscos representam as diferencas significativas
(* p=0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001) da CP entre os tratamentos, apds a injecéo.

3.4. Consumo alimentar e taxa de mortalidade cumulativa dos animais

Em analises prévias foi determinado que o consumo alimentar médio de L. vannamei (10-12
g) era de 1% do peso vivo (consumo de ragdo sem PS) (dados ndo apresentados). Entretanto, no
experimento definitivo o consumo alimentar dos animais foi 50% inferior (0,5% do peso vivo),
independentemente da infeccao ou da dieta com PS (T1 e T3= 0,0054 g de ragédo/g de peso vivo/dia)
ou sem PS (T2 e T4= 0,0055 g de racdo/g de peso vivo/dia). Em relagdo a taxa de mortalidade
cumulativa dos animais infectados com WSSV observou-se que aqueles que foram tratados com PS,
por 32 dias, apresentaram uma taxa de mortalidade estatisticamente inferior aos animais alimentados
com ragéo desprovida de PS. O grupo T1 teve uma mortalidade de 5%, enquanto que no grupo T2 a
mortalidade foi de 16%, ou seja, 11% inferior (p<0,05). A taxa de mortalidade prevista em 30%
durante 14 dias utilizando 0,35 DLg, provocou uma mortalidade nos animais do experimento definitivo
de apenas 16%. Além disso, ndo foi observada a presenga de manchas brancas na carapaca dos
animais infectados, porém estas manchas sdo mais comumente observadas em infec¢des severas
e/ou em outras espécies de peneideos, como P. monodon, sendo consideradas raras em L.

vannamei (Nunes e Martins, 2002).
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4. Discussao

A sindrome da mancha branca € uma das doengas virais mais graves que surgiram nos
cultivos de camardes nas ultimas décadas, sendo responsavel por mortalidades macigas que ocorrem
dentro de poucos dias apds a infecgao com o virus (WSSV), e cujas perdas sao catastroficas para a
industria camaroneira mundial (Ligthner, 2003). Desde o seu surgimento na década de 90, varios
estudos vém sendo conduzidos visando minimizar o impacto causado por esta enfermidade na
carcinicultura.

No presente estudo o efeito estimulante dos polissacarideos sulfatados (PS) da macroalga
vermelha G. birdiae foi avaliado sobre o sistema imune de L. vannamei, experimentalmente
infectados com baixas doses de WSSV (0,35 DLgg). Para tal, varios parametros hemato-imunoldgicos
foram analisados em diferentes periodos apds o desafio com a injegdo do indculo viral (dias 0, 3 e
14). Os hemogramas (CTH) dos animais tratados ou ndo com PS nao se alteraram significativamente
na pré-infecgédo, evidenciando assim que a alimentagdo com este composto (0,3% PS) por 18 dias,
nao levou a um aumento dos hemacitos na circulagdo. No entanto, apos a infecgdo e no 3° dia, os
animais alimentados com PS (T1) mantiveram seus hemogramas estaveis, enquanto que aqueles
néo alimentados (T2) registraram uma queda drastica na CTH de aproximadamente 40%, sugerindo
que os PS de G. birdiae devam ter auxiliado, de alguma forma, na manutengédo da quantidade de
hemdécitos circulantes em camarbes com uma infeccao branda por WSSV, talvez estimulando a
producgéo de células pelo tecido hematopoiético. Esta hipotese nao foi verificada, porém é respaldada
pelo resultado obtido na contagem diferencial dos hemdcitos (CDH) de T1, onde, mesmo tendo uma
queda importante na quantidade de hemdcitos granulares (HGs), a CTH dos animais permaneceu
inalterada, sugerindo fortemente a produgéo de novos hemdcitos hialinos (HHs) no organismo.

Por outro lado, a diminuicdo da CTH nos camardes infectados com WSSV pode ter sido
decorrente da infiltragdo dos hemécitos no local da infecgao, de uma baixa reposicéo das células pelo
tecido hematopoiético ou ainda de morte celular advinda de apoptose. E comumente relatado que os
hemdacitos circulantes de camardes diminuem durante as infecgdes virais (Hennig et al., 1998; Roux
et al., 2002; Wongprasert et al., 2003; Sarathi et al., 2008). Por exemplo, em infecgbes severas de L.
vannamei (aproximadamente 15g; 43.3% mortalidade em 3 dias) por WSSV, é relatado que em um
primeiro momento (5 h apés infeccdo) ha um ligeiro aumento no nimero de hemacitos, seguido por
uma queda brusca (aproximadamente 50%) nas 24 h seguintes e atingindo o seu pico minimo na
circulagéo 48 h pods-infecgao (Ai et al., 2008). No entanto, apesar de uma queda nas primeiras 24 h
observada em infecgbes moderadas (48%) ou baixas (34%) em L. vannamei (Pan et al., 2008), o
numero de células retornou aos valores normais dentro de 15 dias, semelhantemente ao encontrado
em nosso estudo. Estes resultados conjuntos poderiam entdo indicar que o restabelecimento do
hemograma de camardes infectados brandamente com WSSV ocorra em médio prazo,
provavelmente devido a reposicao celular pelo 6rgado hematopoiético.

Um fato relevante em nosso estudo é que os dois grupos de animais infectados com WSSV
(T1 e T2), independentemente do tratamento com PS, tiveram um decréscimo significativo nos seus

HGs (30%) no 3° dia pods-infecgdo, sendo que no 14° dia os valores se restabeleceram
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(aproximadamente 90%). O declinio de HGs ja foi relatado em L. vannamei com altas cargas virais de
WSSV (Motesdeoca et al., 2001; Maldonado et al., 2003). Estes resultados n&o s&do surpreendentes,
uma vez que sendo os HGs as células mais imunocompetentes dos camarbes e as grandes
depositarias das moléculas imunoefetoras (Jiravanichpaisal et al., 2006), sdo as células mais
ativamente recrutadas durante uma infecgdo viral. Além disso, sdo justamente os hemdcitos
granulares dos peneideos (HGP e HGG) que sao seletivamente infectados pelo WSSV (Wang et al.,
2002) e isto explicaria a queda desta populagdo hemocitaria nos primeiros dias pés-infecg¢ao.

Esta diminuicdo dos HGs de L. vannamei infectados com WSSV provavelmente esteve
associada a migracdo das células infectadas ao 6rgéo linféide e/ou a apoptose/necrose destas
células, o que poderia ter sido demonstrado mediante analise histolégica ou por deteccdo de
apoptose. A apoptose de hemdécitos € um dos mecanismos antivirais desencadeados em camardes
infectados visando limitar a replicagao viral e inibir a expansao da infec¢do para outros tecidos, sendo
este mecanismo ja descrito em peneideos infectados com WSSV (Sahtout e Shariff, 2001; Leu et al.,
2008; Wang e Zhang, 2008). Sabe-se que o 6rgao linféide dos camardes é um tecido envolvido na
depuragdo de hemdcitos infectados por virus (Anggraeni e Owens, 1998), onde s&o encontradas
células apoptéticas infectadas, além de se observar a migragdo a este tecido de HGs contendo
virions dentro de esferdides.

O fato de a CDH manter-se estavel somente nos animais nio injetados com WSSV,
independentemente do tratamento com PS, sugere que este composto ndo impediu a queda das
principais células imunocompetentes dos camardes, os HGs, durante as primeiras 72 h da infecgao
viral. Apesar disto nossos resultados indicam que estes PS tenham induzido a produgéo de HH nos
animais infectados com WSSV. Estes hemdcitos estdo envolvidos na fagocitose (Johansson et al.,
2000) e coagulagdo da hemolinfa (Hose et al., 1990). Talvez os PS também tenham induzido a
producdo de HGs pelo tecido hematopoiético, porém, ndo o suficiente para ser detectada nas
primeiras 72 h ou para reverter a queda desta populacdo hemocitaria na circulagcdo dos animais
infectados.

Relatos na literatura sobre a agdo imunoestimulante destes compostos sobre os hemogramas
de camardes sdo muito controversos e de dificil comparagéo, devido as diferentes metodologias e PS
utilizados. Para exemplificar, tratamentos com polissacarideos em L. vannamei nao demonstraram
alteracées na CTH e CDH apds alimentagdo com racdo acrescida de alginato de sddio, durante 5
meses (Cheng et al., 2005), enquanto outros estudos mostram um aumento na CTH deste mesmo
peneideo apods alimentagéo (6 dias) com ragao acrescida de cha da alga vermelha Gelidium amansii
(aproximadamente 23%) (Fu et al., 2007).

Outro imunoparametro que se alterou significativamente com a infecgdo de L. vannamei por
WSSV, no presente estudo, foi a atividade do inibidor de proteases a2-macroglobulina (a2M),
indiretamente avaliada através da atividade da tripsina imobilizada. Apesar de atividade ter
aumentado em todos os animais no dia 3, este aumento foi independente do tratamento com PS. No
entanto, este aumento foi especialmente observado nos camardes injetados com WSSV (seis vezes
mais do que na pré-infecgdo), sugerindo que a presenca do virus deva modular a sua atividade,

possivelmente aumentando a sua expressdao génica nos hemocitos, como ja& demonstrado em
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estudos anteriores com outros crustaces. Em P. monodon a expressdo da a2M foi aumentada nas
primeiras 48 h de infecgdo por WSSV (Tonganunt et al., 2005) ou ainda apo6s o tratamento com LPS
(Vaseeharan et al., 2007) ou PGs bacterianos (Lin et al., 2007, 2008). Todos estes achados sao
relevantes, pois indicam que a a2M deva participar das respostas imunolégicas de camardes,
possivelmente inibindo proteases do patdgeno produzidas durante o processo infeccioso (Armstrong,
2006) e/ou regulando a ativagéo indiscriminada de sistemas proteoliticos, tais como o sistema proPO
(Hergenhahn et al., 1988; Aspan et al., 1990). E interessante salientar que, apesar da atividade da
a2M nao ser comumente utilizada como imunoparametro, os nossos resultados indicam que a sua
avaliagdo pode contribuir para a detecgéo de alteragdes imunes advindas de infecgdes, e sugerimos
a sua inclusao nas analises de imunoparametros em camaroes.

Durante a fagocitose de microrganismos os hemdécitos dos camarbes produzem potentes
substancias microbicidas e citotdxicas, dentre eles os intermediarios reativos de oxigénio (ROIs)
(Bogdan et al., 2000). O tratamento de L. vannamei com PS de G. birdiae por 18 dias (pré-infecgao)
foi capaz de induzir a um aumento de duas vezes a produgéo intracelular do a&nion superdxido (Oy),
porém somente quando o LPS foi utilizado como indutor celular, e ndo a laminarina. Curiosamente,
esta mesma imunoestimulagao pelos PS nao foi mais observada apds a infecgcdo com WSSV (T1, Dia
3), indicando que estes compostos ndo induziram a um aumento na produgdo destes ROls
justamente na fase inicial da infecgéo viral e isto, do ponto de vista imunolégico, n&o é desejavel uma
vez que os ROls, sendo potentes agentes microbicidas, poderiam auxiliar sobremaneira na contencao
do processo infeccioso. Este resultado pode ser decorrente de um burst respiratério ocorrido em
periodo anterior a 72 h da infecgdo, portanto ndo detectado, ou ainda, estar associados a baixa
infeccao viral a que os camardes foram submetidos.

Por outro lado, o aumento de aproximadamente 60% na producdo intracelular de O,
verificada nos animais infectados e nao tratados com PS (T2) sugere que a injegcdo com o virus deva
ter induzido a produgéo intracelular de O, (LPS como indutor celular, novamente), semelhantemente
ao observado em infecgbes virais nos mamiferos (Oda et al., 1989), e em camardes infectados com
WSSV e/ou IHHNV (Sarathi et al., 2008; Yeh et al., 2009). No entanto, estes trabalhos com camardes
apresentam equivocos metodologicos fundamentais na técnica de NBT utilizada, o que leva a
questionar a consisténcia dos resultados apresentados e dificultando assim maiores comparagdes.
Em outro estudo, com uma metodologia passivel de comparagéo, encontrou-se um aumento de 87%
ja na produgdo basal de O, em L. vannamei infectados severamente com TSV (Song et al., 2003),
sem ocorrer, no entanto, uma estimulagéo celular in vitro por $-1,3 e 1,6-glicanas. Curiosamente, as
B-glicanas foram capazes de estimular hemécitos apenas dos animais que nao estiveram em contato
com TSV, assim como observado em nosso estudo com WSSV (pré-infecgdo e grupo controle, no dia
3). Essas observagdes conjuntas sugerem que os LPS sejam melhores indutores celulares in vitro
que as B-glicanas, no caso de animais infectados com virus (TSV ou WSSV). No entanto, outros
estudos devem ser realizados para esclarecer esta questao.

De maneira interessante, um burst respiratério significativo e tardio (dia 14) foi encontrado
nos hemdécitos dos animais de todos os tratamentos, estimulados por LPS, ndo estando, contudo,

associado ao tratamento com os PS. Embora, o fato desta estimulagdo nao estar claramente



50

associada ao WSSV, ela foi particularmente maior nos animais infectados. Os motivos para tal
estimulo ser tardio e induzido apenas pelos LPS sdo ainda desconhecidos, no entanto existe outro
relato de estimulagdo de ROls tardiamente em juvenis P. monodon alimentados com B-1,3-glicanas
por 20 dias e posteriormente infectados com WSSV (DLs; em 48 h) que uma queda importante na
produgéo de O, foi observada no 3° dia pos-infecgéo, seguida por um aumento progressivo nos dias
subsequentes e cuja maior produgéo (120%) foi observada no 12° dia (Chang et al., 2003).

A biossintese de melanina nos crustaceos é resultante da ativagdo do sistema proé-
fenoloxidase (proPO) que é reconhecido como uma das principais respostas imunoefetoras nestes
animais, desencadeada por LPS de bactérias Gram-negativas e (-1,3-glicanas de fungos (vide
revisao Cerenius e Sdderhall, 2004). Neste estudo, a alimentagéo de L. vannamei por 18 dias com PS
nao mostrou alterar significativamente a atividade da PO. No entanto, a injegdo dos animais com
baixas concentragbes de WSSV provocou uma queda na atividade enzimatica no 3° dia, em ambos
0s animais, tratados ou ndo com PS (p<0,05). Esta diferenca nao foi significativa entre os grupos T1 e
T2, mas fica evidente que a injecdo com WSSV levou a uma diminui¢gdo na atividade da PO nas
primeiras 72 h, muito provavelmente estando relacionada a queda dos HGs observada no periodo.
Vale lembrar aqui, que sdo os HGs que armazenam as formas zimogénicas proPO e a pré-serino
protease ativadora da proPO (pro-ppA) (vide revisdes de Cerenius e Séderhall, 2004; Jiravanichpaisal
et al., 2006) que iniciam a ativagdo do sistema. Em outros estudos foram também relatadas
diminuicdes na atividade da PO, como em L. stylirostris ap6s 16 e 32 h de infecgdo com WSSV (Roux
et al., 2002) e L. vannamei infectados com o TSV, apds 48-72 h da infecgéo (Song et al., 2003).

Outra hipotese nao excludente da anterior, para explicar a queda da PO em nosso estudo, diz
respeito @ modulagdo negativa da expressado génica da proPO pelo WSSV, uma vez que ha relatos
da diminuicdo na expressdao do RNAmM nos hemdcitos de L. vannamei apos 36 e 48 h de uma
infeccao severa por WSSV (Ai et al., 2008), demonstrando que efetivamente este virus pode modular
a expressao da proPO.

Um resultado interessante em nosso estudo diz respeito ao importante aumento tardio na
atividade da PO em todos os animais (exceto T2), no 14° dia pés-infecgao, registrando valores acima
daqueles da pré-infecgao e que coincide com o retorno na circulagdo dos niveis normais de HGs. Nos
animais infectados, no entanto, este aumento foi somente observado em camardes alimentados com
PS, reforcando aqui a idéia que os PS de G. birdiae devam ter contribuido para manter o sistema
proPO ativo no inicio da infec¢do, e que, num segundo momento (14° dia) estimulou este sistema,
aumentando a atividade da PO. Em outro estudo, com P. monodon, é relatado que apds a
alimentacdo com B-1,3-glicanas (20 dias) e infecgdo dos animais com WSSV (DLs, em 48 h), uma
queda significativa na atividade da PO foi observada logo apds a infecgéo, voltando aos valores
normais a partir do 3° dia (Chang et al.,, 2003). Estes resultados em conjunto, sugerem que a
presenca de certos polissacarideos na ragao, sulfatados (PS) ou néo (3-1,3-glicanas), devam auxiliar
na manutencao e/ou aumento da atividade da PO em camaroes infectados com WSSV.

As aglutininas/lectinas sao glicoproteinas com capacidade de se ligarem especificamente a
carboidratos da superficie de diferentes células, incluindo microrganismos e causando sua

aglutinacdo. A capacidade aglutinante do soro de L. vannamei, avaliada neste estudo, ndo
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demonstrou nenhuma alteracdo no 3° dia pds-infecgao com WSSV, ou relacionado ao tratamento
com PS de G. birdiae. Novamente aqui, apenas no 14° dia é que se observou uma mudanga no perfil
deste imunoparametro, quando um aumento no titulo de lectinas foi exclusivamente detectado nos
animais infectados e alimentados com PS (T1). Este resultado sugere que, como no caso dos ROls e
da PO, um estimulo tardio foi observado, associado aparentemente a alimentagdo dos animais com
PS, no entanto a causa para esta resposta ser tardia permanece desconhecida. Estudos recentes
tém demonstrado o envolvimento de lectinas em respostas imunoldgicas de camardes infectados com
virus. Em duas espécies de camardes, a dulcicola Macrobrachium rosenbergii € a marinha P.
monodon infectados com WSSV, foi encontrado um aumento de cerca de 40x na capacidade
aglutinante do soro em M. rosenbergii ap6és 48 h de infeccdo, bem como uma diminuicdo de
aproximadamente 0,6x neste imunoparametro em P. monodon, espécie mais suscetivel a WSSV
(Pais et al., 2007). Além disso, em outro estudo, infecgbes severas de L. vannamei com WSSV
provocaram um aumento na expressao génica de duas lectinas do tipo-C (Zhao et al.,, 2007),
indicando que altas viremias de WSSV modulam positivamente a expressao de lectinas em camardes
nas primeiras 48 h da infecgdo. Sendo assim, a inalteracdo da capacidade aglutinante da hemolinfa
de L. vannamei registrado no presente estudo pode estar associada a baixa viremia a que os animais
foram inicialmente submetidos, diferentemente dos estudos acima citados, com infec¢des severas de
WSSV.

A concentragdo de proteinas totais da hemolinfa (CP) de L. vannamei avaliada no presente
estudo mostrou-se ligeiramente inferior ao longo de todo o experimento quando comparado aos
valores usualmente descritos na literatura para esta mesma espécie e faixa de peso (90.8 + 5.5
mg/ml) (Mercier et al., 2006), mantida em condi¢cdes experimentais semelhantes as utilizadas neste
estudo. A explicagdo mais plausivel para este resultado seria que os animais registraram um baixo
consumo alimentar durante todo o experimento (0,5% do peso vivo) decorrente provavelmente do fato
de que esses animais, sendo oriundos de um policultivo com peixes, ndo estavam habituados a se
alimentar com racgéao e isto demandaria, por conseguinte, um maior periodo de aclimatagdo do que as
24 h aqui realizadas. O unico grupo cuja CP se alterou, aumentando no 14° dia pds-infecgéo, foi a
dos animais infectados e ndo alimentados com PS (T2). Os motivos para este aumento n&o estédo
claros, pois o consumo de ragéo foi estatisticamente igual em todos os tratamentos, ndo sendo
observada nenhuma correlagao entre baixa alimentacao e o tratamento com PS.

Por outro lado, ficou evidente que a alimentacdo dos camardes com PS de G. birdiae por 32
dias propiciou um aumento significativo de 11% na taxa de sobrevivéncia dos camardes infectados
com WSSV. Este resultado € muito interessante do ponto de vista pratico, pois sugere que embora os
PS de G. birdiae ndo tenham atuado como importantes agentes imunoestimulantes para L. vannamei,
esses compostos associados a dieta (suplemento de 0,3%) poderiam aumentar a resisténcia de
camarodes submetidos a uma baixa infecgao viral, como a realizada neste estudo com WSSV. Outros
estudos relatam um aumento nas taxas de sobrevivéncia de camardes associados ao tratamento com
PS de algas, como no caso de P. monodon infectados com WSSV, que tiveram 93% de sobrevida
quando alimentados com fuicodanas de Sargassum polycystum (200 mg/kg de peso vivo/dia) por 15

dias (Chotigeat et al., 2004) e em juvenis L. vannamei, infectados com IMNV e alimentados com PS
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da macroalga vermelha Botryocladia occidentalis na quantidade de 4 g/kg de racdo (sobrevida de
92%) (Costa et al., 2006) por 15 dias. O mecanismo de atuagéo destes compostos na sobrevivéncia e
imunologia dos camardes infectados por virus, assim como, a sua absorgéo (e se ocorre) pelo trato
digestério dos animais, permanecem ainda totalmente desconhecidos merecendo ser investigado
mais profundamente em estudos futuros.

O fato mais intrigante ocorrido neste estudo, contudo, foi a ndo detecgdo do DNA viral nos
camarodes apos 3-14 dias da inoculagdo com WSSV. Convém ressaltar que o inéculo utilizado para
infectar os animais foi adequadamente preparado e armazenado (-196°C, 30 dias), além de
previamente avaliado por PCR quanto a presenca do virus e quanto ao seu poder infectivo. Sendo
assim, ndo parece ser uma inativagdo do virus no inéculo a causa para tal resultado. Outro fato
relevante e que reforca esta hipétese, diz respeito aos resultados com os imunoparametros acima
discutidos, onde varios deles se alteraram significativamente nas 72 h apoés a inoculagao, sendo,
portanto, um forte indicio de que o organismo dos animais esteve, no minimo, em contato com um
agente estranho capaz de provocar alteragdes em sua imunidade.

Algumas hipéteses entdo sao sugeridas para explicar tal fendbmeno de auséncia do DNA viral.
Primeiramente devemos considerar que os animais foram injetados com uma baixa carga viral (0,35
DLsp). A escolha de uma baixa dose letal, neste estudo, objetivou uma aplicagéo pratica posterior nos
cultivos, onde a utilizagdo de um composto imunoestimulante s6 se justificaria no caso dos animais
estarem em fase inicial ou persistente de uma infecg¢éo, ou seja, com baixa viremia e nao em animais
moribundos, onde a carga viral seria tdo grande que nenhum tratamento se mostraria eficaz. Em
segundo lugar, a baixa viremia nos animais deve ter desencadeado diferentes respostas antivirais
que foram eficientes ainda nas primeiras 72 h da infec¢ao.

Dentre estas respostas uma seria a apoptose, onde se sabe que a sua indugao precoce numa
infeccdo viral é altamente desejavel e capaz de limitar a produgdo de particulas virais, bem como
reduzir ou eliminar a propagagéo viral para os outros tecidos do hospedeiro (Roulston et al., 1999).
Se houve apoptose em estagio precoce da infeccdo (ndo avaliada neste estudo), isso deve ter
permitido uma “limpeza” dos animais ainda nas primeiras 72 h, caracterizando assim um fendmeno
conhecido por “clearance viral”’, que pode ter sido particularmente favorecido pela baixa carga viral
injetada nos animais.

Clearance viral e/ou cura da infeccdo € um fendmeno no qual o hospedeiro elimina do seu
organismo os virions através de varios mecanismos imunoldgicos e antivirais desencadeados
simultaneamente durante uma infecgéo. Este fendmeno foi recentemente relatado em M. rosenbergii
infectados severamente com WSSV (Sarathi et al., 2008), que segundo os autores desenvolveram
resisténcia ao virus a partir do 5° dia de infecgéo, advinda de clearance viral observada entre 25 a 50
dias pods-infecgcdo. Vale ressaltar que estes animais foram injetados com um inoculo viral puro,
portanto com carga viral alta, diferentemente do nosso estudo onde o inéculo foi bastante diluido
(10"%), o que poderia explicar a diferenca no tempo para a eliminagio do virus entre esses estudos.

Somando a hipétese de clearance viral nos animais do presente estudo, seria a sua
associagdo a um outro fendbmeno, também observado em camardes, conhecido por “interferéncia

viral” (Tang et al., 2003). A interferéncia viral se caracteriza pela presenga crénica de um virus no
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animal e que induz resisténcia a mortalidade por uma infec¢ao posterior, por um outro virus (Younger
e Whitaker-Dowling, 1999). Em camardes sabe-se que atualmente o IHHNV pode infectar os animais
nos cultivos de uma forma cronica e persistente sem causar, no entanto, mortalidades nos animais
que se tornaram tolerantes a este virus (Kalagayan et al., 1991). Desde o ano 2000 ha relatos que L.
vannamei e L. stylirostris infectados com IHHNV adquirem uma maior resisténcia a infecgbes
posteriores por WSSV, caracterizando assim uma interferéncia entre estas duas viroses (Tang et al.,
2003). Estudos posteriores demonstraram ainda que certas linhagens de camardes, infectados
previamente com IHHNV e posteriormente infectados com altas doses de WSSV, nao desenvolviam a
doenga, no entanto poderiam apresentar o WSSV em baixas concentragdes no organismo (Tang et
al., 2003). Isto indicava, portanto, que a replicagdo do segundo virus ndo conseguia evoluir
suficientemente para tornar a infeccdo sistémica e generalizada e, neste momento, ficou entédo
caracterizado que uma infecgdo prévia em camardes com IHHNV poderia promover uma “resisténcia”
a mortalidades advindas de infecgées posteriores com WSSV.

De posse destas informagdes e com os dados obtidos em nosso estudo hipotetizou-se entéo,
que os animais poderiam estar previamente infectados com IHHNV, uma vez que este virus ja tem
sido relatado nos cultivos brasileiros e sem causar enfermidades, embora visualmente eles nao
apresentassem sinais clinicos da doenga (Kalagayan et al.,, 1991). Uma PCR das amostras dos
animais foi entdo realizada onde se comprovou, efetivamente, a presenga de IHHNV (dados nao
apresentados), possivelmente de uma forma cronica, persistente e em baixa viremia. Este dado é
relevante, pois pode auxiliar na elucidagdo do desaparecimento do WSSV no organismo dos animais
3 dias ap6s a infecgdo, sendo que as explicagbes para isso seguem abaixo.

Os mecanismos pelo qual uma interferéncia viral confere esse tipo de resisténcia/tolerancia
em camardes ndo estdo ainda claros, porém alguns autores acreditam que o IHHNV bloqueia a
entrada do WSSV na célula-alvo por meio de uma down-regulation na producao do receptor viral ou
depletando a produgédo de componentes do hospedeiro necessarios a replicagdo do WSSV (Tang et
al., 2003; Bonnichon et al.,, 2006). Alternativamente, e ainda mais provavel que as hipoteses
anteriores, seria a ativagdo de uma resposta antiviral inespecifica induzida por um sistema do tipo
interferon-like (Liu et al., 2009) nos animais previamente infectados com IHHNV. Os interferons (IFNs)
sdo proteinas do sistema imune dos mamiferos que interferem na replicagao dos virus na célula
infectada, gerando um estado antiviral inespecifico no hospedeiro (Samuel, 2001). Embora em
camardes nao tenha sido encontrada, até o momento, nenhuma molécula/gene com homologia
estrutural aos IFNs de mamiferos (Rosa e Barracco, 2008), existe na literatura varios relatos recentes
que indicam a presenca nestes animais de moléculas que lhes conferem uma defesa antiviral
inespecifica, semelhante ao sistema interferon dos vertebrados (vide revisdes Robalino et al., 2007 e
Liu et al., 2009).

A primeira vez que um estado antiviral inespecifico foi demonstrado em invertebrados ocorreu
em crustaceos, descrito por Robalino et al. (2004). Neste estudo, camarbes L. vannamei injetados
com um dsRNA de sequéncia inespecifica induziu a um aumento significativo na sua resisténcia

contra infecgdes posteriores por dois outros virus, ndo relacionados, o TSV e o WSSV (Robalino et
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al.,, 2004), ou seja, fenébmeno este muito semelhante ao estado antiviral produzido pelos IFNs dos
mamiferos.

Sendo assim, poderiamos especular que a auséncia de WSSV nos animais injetados em nosso
estudo poderia estar intimamente relacionada a interferéncia viral pelo IHHNV. A presencga prévia e
persistente do IHHNV nos animais, poderia assim ter ativado um sistema interferon-like, que embora
ainda nao tenha sido identificado em peneideos, ha fortes indicios de existir, e isso geraria respostas
antivirais inespecificas contra uma infeccdo posterior por outro virus, no caso o WSSV. Estas
respostas antivirais poderiam entdo ter impedido a replicacdo do WSSV nos animais injetados e
assim bloqueado a expansdo da infec¢gdo. Um fato relevante e que deve ser considerado é que os
animais foram injetados com uma baixa carga viral (0,35 DLsy) e isso provavelmente favoreceu
temporalmente este processo. Segundo Tang et al. (2003) a resisténcia conferida pela interferéncia
entre IHHNV e WSSV esta relacionada ao grau de pré-infeccdo dos animais por IHHNV e a
severidade do desafio posterior com WSSV, onde os beneficios desta interferéncia sdo maiores, em
animais infectados com baixos niveis destes virus. Além disso, um processo apoptético precoce e
eficiente das células infectadas deve ter sido concomitantemente acionado, o que levou a clearance
viral do WSSV ainda nas primeiras 72 h apds a injegao.

Embora todas essas hipéteses ndo tenham sido aqui testadas, elas merecem ser
investigadas no futuro, ndao somente para esclarecer o ocorrido neste estudo, mas principalmente
para auxiliar na compreensado dos mecanismos de defesa antiviral desencadeados pelos camardes.
Fendmenos como a interferéncia viral e a clearance viral, recentemente documentados em camardes,
mas ainda muito pouco compreendidos, podem fornecer informagdes valiosas neste sentido. Além
disso, é de fundamental importancia desenvolver estudos que visem compreender e esclarecer a
existéncia de um sistema interferon-like nos crustaceos, que certamente revolucionara a
compreensao do sistema imune destes animais e possivelmente auxiliara na criagdo de novos
métodos para se combater o grande desafio atual da carcinicultura mundial, que sao as viroses.

Em conclusao, os resultados encontrados neste estudo mostraram que os PS de G. birdiae
nao foram capazes de aumentar de maneira importante a imunocompeténcia de L. vannamei
injetados com baixas doses de WSSV. Apesar disso, a alimentacdo dos animais com estes
compostos aumentou significativamente a sua sobrevida, o que sugere que estes PS atuem em
outros processos fisiolégicos ndo ligados diretamente ao sistema imune. Entretanto, o tratamento
com esses PS, por 32 dias, propiciou a manutengdo no numero de hemdcitos circulantes logo apés a
infeccao viral dos animais, possivelmente através do aumento na produgdo de hemdcitos pelo tecido
hematopoiético. Além disso, estes compostos estiveram associados com um aumento tardio na
atividade da PO e na capacidade hemaglutinante dos animais infectados, o que sugere uma
estimulacdo parcial destes PS sobre a imunidade de L. vannamei. Todavia, os demais
imunoparametros analisados ndo apresentaram uma modulagdo associada a estes compostos, nas
condi¢bes utilizadas neste experimento. Estudos futuros, contudo, devem ser realizados para melhor
esclarecer o mecanismo de atuacdo destes PS sobre o aumento da sobrevivéncia de camardes
submetidos a infecgdo por WSSV. O fendmeno de interferéncia viral possivelmente ocorrido neste

estudo, entre IHHNV e WSSV, deve ser igualmente investigado, ndo somente para elucidar as
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causas do desaparecimento do virus nos camardes infectados, mas também para auxiliar na
compreensao das respostas antivirais desencadeadas por estes animais durante uma infecgao por
WSSV.
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