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RESUMO 
 

Os estudos descritos nesta Tese envolvem a aplicação de métodos para o 

desenvolvimento da tecnologia do RNAi direcionada a terapia gênica de camarões L. 

vannamei infectados com o vírus da Mionecrose Infecciosa (IMNV) e ao estudo da 

reprodução do L. vannamei através do silenciamento pós-transcricional do gene que 

codifica para hormônio inibidor dos gônadas (GIH). No Capítulo I, metodologias para 

a detecção e quantificação por RT-qPCR e qPCR dos vírus da Mionecrose Infecciosa 

(IMNV) e do vírus da Síndrome da Mancha Branca (WSSV), respectivamente, foram 

desenvolvidas e efetivas para a detecção inédita da ocorrência da co-infecção com 

ambos os vírus em espécimes do camarão L. vannamei. No Capítulo II foi demostrado 

que o padrão de transcrição dos principais genes chaves do mecanismo de RNAi (Sid-1, 

Dicer-2 e Argonauta-2) do L. vannamei não é afetado pela infecção causada pelo IMNV 

quando da injeção de diferentes concentrações do inóculo viral e que o número médio 

de 2,55 x 103 cópias do IMNV detectados em tecido hemocítico pode ser considerado 

seguro para os sistemas de cultivos de L. vannamei sob condições ótimas. O Capítulo 

III descreve a produção de moléculas de dsRNA relacionadas a diferentes ORFs do 

genoma do IMNV (dsRNA-IMNV ORF1a, dsRNA-IMNV ORF1b ou dsRNA-IMNV 

ORF2) para a terapia de camarões L. vannamei infectados experimentalmente com 1,02 

x 106 cópias do IMNV. Os tratamentos com as dsRNA-IMNV (ORF1a) e dsRNA-

IMNV (ORF1b) se mostraram efetivos na inibição da replicação do IMNV resultando 

em sobrevivências de 90% e 80%, respectivamente, após 34 dias de desafio 

experimental. Os resultados obtidos neste capítulo sugerem uma exportação do sinal do 

RNAi pelo canal de transmembrana SID-1, sendo este evento diretamente associado à 

inibição da replicação do IMNV e, consequentemente, com a sobrevivência dos 

camarões desafiados. No Capítulo IV foi demostrado que apesar do “knockdown” dos 

níveis do mRNA do GIH detectados no pedúnculo ocular das fêmeas de L. vannamei 

injetadas com as dsRNA-GIH, o efeito sobre a expressão do mRNA da vitelogenina nos 

ovários e no diâmetro dos oócitos somente foi verificado no 37° dia pós injeção. Os 

resultado apresentados na presente tese confirmam o potencial da utilização da 

tecnologia do RNAi tanto para a terapia gênica de enfermidade virais como para o 

estudo da reprodução em camarões L.vannamei. 

 

Palavras-chave: L. vannamei, RNAi, IMNV, WSSV, GIH, qPCR, expressão gênica. 
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ABSTRACT 

 

The studies described in this Thesis involve the application of methods for the 

development of RNAi technology for gene therapy of the shrimp L. vannamei infected 

with the Infectious Myonecrosis Virus (IMNV) and to study the reproduction of L. 

vannamei through the post-transcriptional silencing of the gene that encodes for the 

Gonadal Inhibitor Hormone (GIH). In Chapter I, methodologies for the detection and 

quantification by RT-qPCR and qPCR of the Infectious Myonecrosis Virus (IMNV) and 

the White Spot Syndrome Virus (WSSV), respectively, were developed and effective for 

the first detection of the occurrence of co-infection with both viruses in specimens of 

the shrimp L. vannamei. In Chapter II it was shown that the pattern of transcription of 

the main key-genes of RNAi (Sid-1, Dicer-2 and Argonauta-2) of L. vannamei is not 

affected by infection caused by IMNV when injecting different concentrations of viral 

inoculum and that the average number of 2.55 x 103 copies of IMNV detected in 

haemocytic tissue can be considered safe for farming systems of L. vannamei under 

optimal conditions. Chapter III describes the production of dsRNA molecules related 

to different ORFs of IMNV genome (dsRNA-IMNV ORF1a, dsRNA-IMNV ORF1b or 

dsRNA-IMNV ORF2) for therapy of L. vannamei experimentally infected with 1.02 x 

106 copies of IMNV. The treatments with the dsRNA-IMNV (ORF1a) and dsRNA-

IMNV (ORF1b) were effective in inhibiting the IMNV replication resulting in survival 

of 90% and 80%, respectively, after 34 days of experimental challenge. The results of 

this chapter suggest an export signal of RNAi by the SID-1 transmembrane channel, 

being this event directly related to the inhibition of the replication of the IMNV and, 

consequently, the survival of the challenged shrimps. In Chapter IV it was 

demonstrated that although the "knockdown" of the mRNA of the GIH levels detected 

in eyestalk of L. vannamei females injected with the dsRNA-GIH, the effect on mRNA 

expression of the vitellogenin in ovaries and in oocytes diameter, was only verified in 

the 37th day post-injection. The results presented in this thesis confirm the potential of 

the use of RNAi technology for both gene therapy of viral infirmities as well as for the 

study of reproduction in shrimps L.vannamei. 

 

Keywords: Litopenaeus vannamei, IMNV, WSSV, GIH, RNAi, qPCR, gene expression. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

1. O cultivo do camarão Litopenaeus vannamei 

 

O camarão L. vannamei é nativo do oceano Pacífico oriental distribuindo-se 

desde a província de Sonora (norte do México) até o Estado de Tumbes, no Peru, 

normalmente em águas com temperatura superiores a 20ºC (Benzie, 2000). 

Naturalmente, a espécie tem preferência por habitats de fundo lamoso, podendo ser 

encontrada no ambiente desde a região do infralitoral, até profundidades de 72 metros. 

Durante os estágios iniciais de seu desenvolvimento, o L. vannamei habita regiões com 

águas de características oceânicas, refugiando-se para águas litorâneas na medida em 

que se desenvolve. Nas regiões estuarinas ou costeiras estes animais vivem até o estágio 

de juvenil quando retornam ao alto mar para se reproduzirem. As fêmeas eliminam 

cerca de 100.000 a 500.000 ovos, que são fecundados externamente pelos 

espermatozóides no momento da desova (Dore & Frimodt, 1979; Barbieri & Ostresky, 

2002). Após um período de 14 a 20 horas da desova, as larvas eclodem como naúplios, 

que possuem 5 subestágios (NI a NV), e passam posteriormente para os estágios de 

protozoéia (PI a PIII) e misis (MI a MIII). A metamorfose se completa na passagem do 

subestágio misis III para pós-larva I, estágio em que os animais já possuem todas as 

características básicas de um camarão adulto (Vinatea, 2004). 

Características zootécnicas da espécie como rusticidade, rápido crescimento, 

fácil adaptação a rações comerciais e boa tolerância a variações ambientais, fizeram do 

L. vannamei, a espécie de camarão mais cultivada no mundo. A produção de crustáceos 

em 2010 consistiu de 5,7 milhões de toneladas, sendo 1,67 milhões de toneladas de 

espécies dulcícolas e 4,03 milhões de toneladas de espécies marinhas. O camarão L. 

vannamei é o responsável pela maior parcela da produção mundial de crustáceos 

marinhos (71,8%), perfazendo aproximadamente 50% (2,9 milhões de toneladas) do 

total de crustáceos cultivado no mundo (FAO, 2012).  

Os principais países produtores de camarões são China e Tailândia, na Ásia, e 

Equador, México e Brasil, nas Américas (Valderrama & Anderson, 2011, FAO, 2012). 

No Brasil, a região Nordeste é a principal produtora de camarões marinhos cultivados, 

com 93,1% da produção nacional, sendo os Estados do Ceará e Rio Grande do Norte os 

maiores responsáveis por este índice. Durante algum tempo, a atividade carcinicultora 

brasileira não enfrentou grandes obstáculos, tendo como consequência um dos maiores 
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índices de produtividade mundial em 2003. Todavia, nos anos de 2004 e 2005 houve 

uma queda de produção (-15,84%) e produtividade (-24,84%) ocasionada por diversos 

fatores, destacando-se a ação antidumping imposta pelos Estados Unidos, diminuição 

dos preços internacionais, variação da taxa cambial, assim como a ocorrência de 

enfermidades, principalmente as de etiologia viral, com destaque para a Mionecrose 

Infecciosa e Síndrome da Mancha Branca (Madrid, 2005, Rodrigues, 2005, Seiffert et 

al. 2005). A partir de 2005, iniciou-se um processo de recuperação da atividade havendo 

uma estabilização da produção e produtividade num patamar de 65.000 t e 4.063 kg/ha, 

respectivamente. Essa retomada de produção e produtividade deveu-se principalmente a 

uma conjuntura de fatores técnicos e econômicos aliados a um aumento significativo do 

consumo per capita da população brasileira, que consumiu 102% a mais de camarões 

em 2009 quando comparado ao ano de 2002 (Nunes et al. 2011).  

Contudo, a incidência de doenças infecciosas, especialmente as de etiologia 

viral, tem implicado em constantes perdas econômicas ao setor aquícola no Brasil e no 

mundo, sendo considerada como o mais importante desafio enfrentado pela indústria do 

camarão (Valderrama & Anderson, 2011). No início de 1988, eram identificados apenas 

seis vírus patogênicos para estes camarões (Lightner, 1996). Atualmente, são 

conhecidas mais de 22 agentes virais capazes de infectar camarões peneídeos, sendo 

quatro deles responsáveis pelos maiores índices de mortalidade em sistemas de cultivo 

no mundo: vírus da síndrome da mancha branca (White Spot Syndrome Virus, WSSV), 

vírus da síndrome da Taura (Taura Syndrome Virus, TSV), vírus da cabeça amarela 

(Yellow Head Virus, YHV), e o vírus da infecção hipodermal e necrose hematopoiética 

(Infectious Hypodermal and Hematopoietic Necrosis Virus, IHHNV) (Hasson et al. 

2005, Lightner, 2011, Flegel, 2012).  

 

2. Sanidade na carcinicultura brasileira 

 

O surgimento de enfermidades na carcinicultura, assim como em qualquer 

atividade zootécnica, está principalmente associado ao desequilíbrio entre as condições 

ambientais, o estado de saúde do animal e a presença de agentes potencialmente 

patogênicos nos sistemas de cultivo (Martins, 2006). De acordo com Kautsky et al. 

(2000), o risco de ocorrência de enfermidades nos cultivos tradicionais de camarões 

aumenta consideravelmente quando da utilização de altas densidade de estocagem, 

especialmente quando a prática de policultivo é substituída pelo monocultivo. De modo 
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geral, as doenças podem ser classificadas em infecciosas e não infecciosas. As 

infecciosas são as causadas por patógenos transmissíveis como vírus, bactérias, 

protozoários e fungos, enquanto que as enfermidades não infecciosas são resultantes de 

agentes abióticos relacionados a fatores nutricionais, genéticos, ambientais e físicos 

(Nunes & Martins, 2002).  

Na carcinicultura brasileira, especificamente, já foi detectada a ocorrência de 

seis dos agentes etiológicos virais mais comuns, sendo eles: baculovírus penaei 

(Baculovirus penaei, BP) (Bueno et al. 1990), baculovírus de Penaeus monodon 

(Penaeus monodon-type baculovirus, MBV) (Bueno, 1991), IHHNV (Braz et al. 2008), 

vírus da hepatopancreatite (Hepatopancreatic parvovirus, HPV) (Bueno, 1991, Gesteira 

& Andrade, 2002), vírus da mionecrose infecciosa (Infectious myonecrosis virus, IMNV) 

(Lightner et al. 2004) e, mais recentemente, o WSSV que praticamente extinguiu a 

atividade carcinicultora na região Sul do país (Seiffert et al. 2005) e que já acomete a 

carcinicultura do Nordeste brasileiro (Feijó et al. 2013).  

Além das viroses, é importante salientar que as doenças de origem bacteriana 

também representam uma ameaça ao cultivo de camarões marinhos, a exemplo de 

bactérias pertencentes ao gênero Vibrio que podem em alguns casos ocasionar 

mortalidades de até 100% dos camarões cultivados (Saulnier et al. 2000). A ocorrência 

de uma alfa-proteobactéria determinante da hepatopancreatite necrosante (necrotising 

hepatopancreatitis, NHP) também é bastante comum em cultivos de camarões, 

especificamente no continente americano, podendo resultar também em altos índices de 

mortalidade (Loy et al. 1996). Atualmente, uma síndrome da necrose aguda 

hepatopancreática (acute hepatopancreatic necrosis syndrome, AHPNS) atribuída a uma 

cepa do Vibrio parahaemolyticus infectada com um bacteriófago tem implicado em 

significativas perdas para a carcinicultura do sudeste asiático (Tran et al. 2013). Outras 

enfermidades ocasionadas pela proliferação de protozoários, bactérias filamentosas e 

algas, que geralmente aparecem aderidas às brânquias, cefalotórax, apêndices e a órgãos 

internos, podem, dependendo do grau de severidade, gerar efeitos deletérios à saúde do 

camarão. Estes agentes podem provocar letargia, redução do crescimento e o aumento 

da susceptibilidade do camarão às doenças oportunistas (Guzmán & Valle, 2000, Nunes 

& Martins, 2002). 

O uso de avançadas ferramentas de diagnóstico disponíveis são hoje 

fundamentais para garantir uma maior confiabilidade nos diagnósticos, proporcionar um 

melhor entendimento da etiologia das doenças de origem infecciosa e, 
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consequentemente, permitir a elaboração de melhores estratégias de manejo e melhor 

planejamento sanitário para as fazendas de carcinicultura. A detecção de uma 

enfermidade em seu estado inicial permite que sejam tomadas medidas sanitárias 

imediatas, que evitarão o seu alastramento na fazenda ou mesmo na região onde ela se 

encontra localizada. Vários procedimentos de diagnóstico têm sido desenvolvidos para a 

detecção de enfermidades de camarões e incluem, dentre outras, técnicas de 

histopatologia (Lightner, 1996, Rodríguez et al. 2003), hibridização in situ (Lightner, 

2011), amplificação isotérmica do DNA (Kono et al. 2004), detecção por anticorpos 

monoclonais (Makesh et al. 2006), sondas de microarranjos de DNA (Khadijah et al. 

2003), bem como a partir da reação em cadeia da polimerase (PCR) e suas variantes 

(Sritunyalucksana et al. 2005, Andrade et al. 2007).  

 

2.1. Principais Enfermidades Virais no Brasil  

 

Dentre as enfermidades que acometem os camarões, as de etiologia viral são as 

que causam maior impacto e por isso maiores prejuízos econômicos e sociais a 

atividade carcinicultora no mundo. Estas viroses infectam também populações silvestres 

de camarões, porém existem poucas informações acerca da influência dessas 

enfermidades sobre a ecologia de populações de camarões silvestres. Na carcinicultura 

brasileira, os vírus da Mionecrose Infecciosa (IMNV) e da Síndrome da Mancha Branca 

(WSSV) se destacam pelos constantes prejuízos causados à indústria do camarão. 

 

2.1.1. Vírus da Mionecrose Infecciosa (IMNV) 

 

O vírus da Mionecrose Infecciosa (IMNV) foi identificado pela primeira vez em 

fazendas de cultivo de camarão no Estado do Piauí, alastrando-se posteriormente para 

outros da região Nordeste do país, incluindo os Estados do Rio Grande do Norte, 

Pernambuco, Paraíba, Maranhão e Ceará (Andrade et al. 2007). A enfermidade causada 

pelo IMNV, que até então tinha sua área de ocorrência limitada a Região Nordeste do 

Brasil, foi posteriormente diagnosticada na Indonésia (Senapin et al. 2007, Sutanto, 

2011) e mais recentemente no sudeste asiático (Senapin, 2011). O IMNV apresenta 

simetria icosaédrica, não é envelopado, possui 40 nm de diâmetro e tem densidade de 

1,366 g/ml em CsCl. O seu genoma é composto de uma única molécula de dsRNA com 

7.560 pb e provavelmente possui um capsídeo com quatro polipeptídios de peso 
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molecular 24, 42, 106 e 149 kDa. O sequenciamento do genoma viral indicou a 

presença de dois ORFs (Open Reading Frame, ORF). O ORF da extremidade 5’ (ORF 

1, nt 136-4.953) codifica para as proteínas do capsídeo e de ligação a dsRNA (RNA-

binding protein), enquanto que o ORF da extremidade 3’ (ORF 2, nt 5.241-7.451) 

contém genes para a codificação da RNA polimerase RNA-dependente (RNA-dependent 

RNA polymerase, RdRp). Análises filogenéticas mostraram similaridades significativas 

entre a RdRp do IMNV com a de um vírus (Giardia lamblia vírus - GLV) pertencente a 

família Totiviridae, sugerindo que o IMNV possa ser o único membro desta família 

capaz de infectar invertebrados (Poulos et al. 2006). Novas características do genoma 

do IMNV foram identificadas por Nibert (2007) e incluem a presença de duas 

sequências ‘2A-like motifs’ que, provavelmente, estão envolvidas na clivagem de um 

grupo poliprotéico na região N terminal do ORF 1 do vírus.   

 A sintomatologia típica da doença causada pelo IMNV em L. vannamei é 

caracterizada por necroses dos músculos estriados do abdômen, apêndices e cefalotórax. 

Macroscopicamente, esta lesão se manifesta através de uma opacidade muscular, 

principalmente no abdômen distal e na cauda, com áreas de aspecto leitoso durante a 

fase inicial da doença. Em estágios mais avançados, pode ocorrer uma decomposição 

tecidual da região afetada devido à liquefação da musculatura, ocasionando, em alguns 

casos, uma coloração avermelhada no abdômen (Nunes et al. 2004). Segundo Lightner 

et al. (2004), além de afetar a musculatura estriada, o IMNV pode também lesionar as 

brânquias e o órgão linfóide dos camarões infectados. 

 

2.1.2. Vírus da Síndrome da Mancha Branca (WSSV) 

 

A Síndrome da Mancha Branca foi primeiramente detectada em camarões 

cultivados no Norte de Taiwan no ano de 1992 (Nakano et al. 1994) e, desde a sua 

descoberta, tem se tornado uma das enfermidades mais ameaçadoras para a atividade 

carcinicultora no mundo (Escobedo-Bonilla et al. 2008). O WSSV foi pioneiramente 

isolado de uma epidemia ocorrida no Japão (Inouye et al. 1994) e dentro de poucos anos 

se alastrou por vários países (Flegel, 1997). Em virtude da variação e simultaneidade da 

ocorrência da enfermidade em várias regiões do mundo, a doença recebeu, pelo menos, 

13 denominações distintas (Sangamaheswaran & Jeyaseelan, 2001). O WSSV é 

baciliforme, envelopado e possui um nucleocapsídeo em forma de bastão (Wang et al. 

1995). Este vírus foi recentemente classificado como pertencente ao gênero 
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Whispovirus, família Nimaviridae (Leu et al. 2009). O virião possui entre 210-380 nm 

de comprimento, 70-167 nm de largura máxima e contém DNA de dupla fita circular 

com tamanho aproximado de 300 kpb, que varia de acordo com a localidade onde o 

vírus é encontrado (Chen et al. 2002). 

A enfermidade causada pelo WSSV é caracterizada por provocar mortalidades 

massivas em camarões peneídeos cultivados. O vírus possui um amplo número de 

hospedeiros, incluindo espécies de camarões, lagostas, caranguejos, poliquetas, 

membros do filo Chaetognata e Rotifera, além de algumas espécies de insetos aquáticos 

(Escobedo-Bonilla et al. 2008). A doença é considerada como letal em camarões 

cultivados quando mortalidades de 90-100% ocorrem dentre 3 a 10 dias, antes mesmo 

dos primeiros sintomas surgirem. Os sinais clínicos observados em camarões infectados 

se baseiam principalmente na presença de deposição de sais de cálcio (0,5 a 2 mm de 

diâmetro) na cutícula da carapaça, podendo também apresentar redução no consumo 

alimentar, anorexia, letargia e uma coloração avermelhada nos apêndices ou mesmo em 

todo corpo do animal (Lightner, 1996, Sánchez-Martínez et al. 2007). 

No final de 2004, a WSS foi detectada pela primeira vez na carcinicultura 

brasileira, sendo responsável pelo colapso da indústria do camarão no sul do país (OIE 

2005, Muller et al. 2010). Atualmente, o WSSV também tem sido detectado no 

Nordeste brasileiro, porém, sem provocar surtos de grande magnitude, especialmente 

quando comparados aos eventos de mortalidades massivas ocorridos no sul do país 

(Feijó et al. 2013).  

 

 2.2. Imunologia do camarão L. vannamei 

 

O sistema imunológico ou “imune” é constituído por mecanismos de defesa 

altamente complexos utilizados pelos organismos multicelulares no combate a uma 

ampla variedade de corpos estranhos ou patogênicos. Dada sua complexidade, o sistema 

imune tem sido algumas vezes subdividido em inato ou adaptativo, específico ou não 

específico e até mesmo em local ou sistêmico, porém sem ainda uma definição clara de 

seus limites (Bowden, 2008). De acordo com Lee & Söderhäll (2002), a resposta imune 

inata é compreendida por mecanismos presentes naturalmente nos organismos 

pluricelulares, desde plantas até humanos, constituindo-se na primeira linha de defesa 

contra a invasão de microrganismos através do reconhecimento de moléculas padrões 

associadas ao agente invasor. Por outro lado, o sistema imune adaptativo é exclusivo de 
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vertebrados, sendo filogeneticamente mais recente e caracterizado pela presença de uma 

ampla gama de receptores e anticorpos linfocíticos das células B e T e, ainda, por 

células de memória que garantem uma resposta de defesa altamente específica, 

principalmente na ocorrência de uma segunda infecção pelo mesmo patógeno. 

Diferentemente dos vertebrados, os invertebrados contam apenas com um eficiente 

sistema imune inato para o reconhecimento e eliminação ou destruição do agente 

invasor. Segundo Barraco et al. (2008), a ausência de memória imunológica nos 

invertebrados inviabiliza qualquer tentativa do desenvolvimento de vacinas, o que 

diminui expressivamente a possibilidade do controle das enfermidades em camarões 

cultivados. Contudo, a recente descoberta de proteínas de adesão com características 

análogas a anticorpos de vertebrados sugere a ocorrência de uma memória imunológica 

atribuída a um tipo de resposta adaptativa alternativa em invertebrados (Kurtz & 

Armitage, 2006, Chou et al. 2011, Hung et al. 2013).  

A resposta inata dos invertebrados consiste em uma série de reações imunes 

celulares e humorais que atuam de forma integrada e estão intimamente associadas à 

hemolinfa. Os hemócitos são os principais responsáveis pelas reações imune celulares, 

atuando na fagocitose de patógenos e na formação de nódulos e cápsulas hemocíticas 

em torno dos organismos invasores, destruindo-os através da liberação e/ou produção de 

moléculas tóxicas e microbicidas como as enzimas lisossomais, peptídeos 

antimicrobianos (Antimicrobial peptides, AMPs) e as espécies intermediárias reativas de 

oxigênio (Reative Oxygen Intermediates, ROIs) e nitrogênio (Reative Nitrogen 

Intermediates, RNIs) (Barraco et al. 2008). Três populações de hemócitos podem ser 

identificadas de acordo com a relação núcleo-citoplasma e a presença de grânulos 

citoplasmáticos, sendo, portanto, classificados em hemócitos hialinos, semi-granulares e 

granulares (Johansson et al. 2000). Segundo van de Braak et al. (2002), os hemócitos 

hialinos estariam envolvidos apenas no processo de coagulação, enquanto os semi-

granulares e granulares na fagocitose, formação de nódulos e encapsulação do material 

estranho ao organismo.  

  As reações imunes humorais dos invertebrados envolvem a ação de moléculas de 

reconhecimento como as lectinas, o sistema de coagulação e o sistema profenoloxidase 

(proPO). As lectinas são proteínas ou glicoproteínas bivalentes capazes de aglutinar a 

superfície de diferentes bactérias e outros patógenos invasores que possuam 

determinados açúcares. O sistema de coagulação da hemolinfa é um mecanismo de 

defesa essencial para crustáceos, pois permite o aprisionamento dos agentes patogênicos 
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ao mesmo tempo em que evita a perda excessiva de hemolinfa em casos de ferimentos 

(Bachere, 2000, Marques & Barraco, 2000). Em camarões L. vannamei, a polimerização 

das proteínas de coagulação (Clotting protein, CP) é catalisada por enzimas 

transglutaminases (Transglutaminase, TGase) dependentes de cálcio, formando um gel 

insolúvel. As TGases estão compartimentalizadas dentro dos hemócitos e são liberadas 

para o plasma sob o estímulo de partículas estranhas ou dano no tecido do camarão 

(Reyes-Izquierdo & Vargas-Albores, 2001). A ativação do sistema proPO consiste em 

um conjunto de reações iniciada pela oxidação de compostos fenólicos em quinonas por 

ação da enzima fenoloxidase (phenoloxidase, PO) resultando na adesão celular, 

fagocitose, encapsulamento e melanização. Este processo é desencadeado através do 

reconhecimento não-próprio de moléculas padrões associadas à patógenos (Pathogen-

associated molecular patterns, PAMP’s) como lipopolissacarídeos ou peptidoglicanos de 

bactérias e β-1,3-glucanos de fungos (Cerenius et al. 2008).  

 O sistema imune antiviral dos camarões conta, ainda, com dois mecanismos 

imunes ativados por moléculas de dsRNA endógenas ou exógenas. A injeção 

intramuscular de dsRNA inespecíficas em camarões peneídeos, incluindo o L. 

vannamei, tem resultado na ativação de um tipo de defesa imune geral em bioensaios de 

desafio experimentais com os vírus da WSS ou TS (Robalino et al. 2004, Yodmuang et 

al. 2006, Kim et al. 2007). Contudo, de acordo com Robalino et al. (2004), a proteção 

induzida por dsRNA não relacionadas pode ser inibida por elevadas concentrações do 

WSSV ou TSV em ensaios experimentais. Por outro lado, a indução do RNAi por 

moléculas de dsRNA sequência-específica tem sido bastante efetiva para o 

silenciamento da expressão de genes virais em camarões, mesmo quando da utilização 

de altas concentrações virais em sistemas de bioensaios. Consequentemente, o 

mecanismo de RNAi tem sido atribuído à imunologia antiviral em invertebrados e sua 

ativação por moléculas de dsRNA sintéticas tem aberto a possibilidade do 

desenvolvimento de métodos para a profilaxia ou terapia de enfermidades de camarões 

marinhos cultivados. A inibição da replicação viral pela tecnologia do RNAi tem se 

tornado bastante atrativa, principalmente pela impossibilidade do desenvolvimento de 

vacinas em camarões (Robalino et al. 2007). Várias pesquisas têm comprovado a 

efetividade e a especificidade do RNAi na supressão da expressão de genes virais tanto 

para a profilaxia como para a terapia de viroses em L. vannamei, a exemplo de trabalhos 

relacionados ao WSSV (Robalino et al. 2005), TSV (Robalino et al. 2004), YHV 

(Yodmuang et al. 2006, Tirasophon et al. 2007) e, mais recentemente, ao IMNV (Loy et 
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al. 2013).  

 

3. Reprodução do camarão L. vannamei 

 

3.1. Controle Hormonal da Reprodução 

 

A reprodução dos crustáceos é controlada por um elaborado sistema endócrino 

aliado a estímulos nutricionais e ambientais (Huberman, 2000). A proeminente atividade 

celular que ocorre durante o desenvolvimento ovariano dos crustáceos é conhecido 

como vitelogênese, processo pelo qual resulta na produção de uma proteína precursora 

da vitelina, a vitelogenina (Nagaraju, 2010). O local de síntese da vitelogenina pode 

diferir de espécie para espécie. O aumento da concentração de vitelogenina na 

hemolinfa de algumas espécies de crustáceos durante os estágios iniciais do 

desenvolvimento gonadal suporta a ideia de que a proteína pode ser sintetizada em 

locais extra-ovarianos, por exemplo, no hepatopâncreas, e posteriormente transportada 

para o ovário (Charniaux-Cotton, 1985). No camarão L. vannamei, o nível de expressão 

dos transcritos da vitelogenina nos ovários de fêmeas induzidas por ablação unilateral 

foi significativamente maior quando comparado com a sua expressão no hepatopâncreas 

em todas as fases do ciclo de muda, o que pode sugerir uma predominância ovariana 

para a síntese da vitelogenina nesta espécie (Raviv et al. 2006). 

A inibição da síntese da vitelogenina e consequentemente da maturação ovariana 

em crustáceos tem sido atribuída principalmente à ação do hormônio inibidor das 

gônadas (Gonad-Inhibiting Hormone, GIH), também conhecido como hormônio 

inibidor da vitelogênese (Vitellogenesis-Inhibiting Hormone, VIH). O GIH é produzido 

e secretado por células neuroendócrinas do complexo glandular órgão X - glândula do 

seio (X-organ sinus gland complex, XO-SG) do pedúnculo ocular.  Este neuropeptídeo 

foi classificado como um membro da família dos CHH (Crustacean Hyperglycemic 

Hormone-family, CHHf). Os demais componentes desta família incluem o hormônio 

hiperglicêmico de crustáceos (Crustacean Hyperglycemic Hormone, CHH), o hormônio 

transportador de íons (Ion Transport Peptide, ITP), o hormônio inibidor da muda (Molt-

Inhibiting Hormone, MIH) e o hormônio inibidor do órgão mandibular (Mandibular 

Organ-Inhibiting Hormone, MOIH) (Keller, 1992, Wainwright et al. 1996). Os 

membros da CHHf são caracterizados por possuírem 72-78 aminoácidos contendo seis 

resíduos conservados de cisteína que formam três pontes de dissulfeto. De acordo com a 
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sua estrutura primária, os membros desta família podem ser divididos em duas 

subfamílias (tipo I e II). O ITP e o CHH pertencem ao tipo I, sendo o CHH o membro 

mais abundante da família, enquanto o GIH, MIH e MOIH são classificados como 

pertencentes ao tipo II. De acordo com Webster et al. (2012), estes neuropeptídeos estão 

envolvidos em diversas funções fisiológicas em crustáceos como no metabolismo, 

osmorregulação, muda e reprodução. A atuação de um hormônio estimulador das 

gônadas (Gonad Stimulating Hormone, GSH) na glândula do seio, cérebro (gânglio 

supraesofageal) e/ou no gânglio torácico tem sido reportada para diversas espécies de 

crustáceos. Contudo, nenhum neuropeptídeo com esta função foi caracterizado até o 

momento (Chung, 2010).  

Recentemente, Chen et al. (2014) isolaram um neuropeptídeo com 

características de GIH da glândula do seio do camarão L. vannamei, o qual demonstrou 

98% de similaridade nucleotidica com o GIH do P. monodon. Além da confirmação do 

efeito inibitório deste hormônio sobre a síntese de vitelogenina do L. vannamei, estes 

autores mostraram que a ablação unilateral do pedúnculo ocular reduz a expressão dos 

transcritos do GIH no cérebro, mas não no pedúnculo ocular remanescente. Outros 

hormônios isolados da glândula do seio do L. vannamei e denominados de Liv-SGP-A, -

B, -C, -E, -F, e -G foram também considerados candidatos a GIH. Dentre os hormônios 

isolados, o Liv-SGP-G apresentou 100% de homologia nucleotidica com o CHH do L. 

vannamei e foi o que demonstrou o maior efeito inibitório dos níveis do mRNA da 

vitelogenina quando submetido a testes de incubação in vitro com fragmentos de ovário 

do Marsupenaeus japonicus (Tsutsui et al. 2007). De forma similar, em P. semisulcatus, 

a vitelogênese também foi inibida por alguns CHHs purificados da glândula do seio do 

M. Japonicus, o que reforça a ideia da função pleiotrópica do CHH no metabolismo de 

carboidratos e na reprodução de alguns crustáceos (Khayat et al. 1998). De fato, estudos 

anteriores têm sugerido que os membros da CHHf são derivados de um ancestral 

comum e divergiram através de mutações e duplicações gênicas ao longo da evolução, o 

que pode ter implicado no desenvolvimento de múltiplas funções para os membros desta 

família (Chan et al. 2003). 

Para machos de camarões cultivados, os estudos relacionados à reprodução têm 

sido direcionados principalmente às avaliações qualitativas e quantitativas do esperma 

em relação à idade, tamanho e condições de cultivo (Ceballos-Vázquez et al. 2003, 

Jiang et al. 2009). Em crustáceos decápodes, a intensidade da atividade da 

espermatogênese e desenvolvimento de características sexuais masculinas têm sido 
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atribuída à ação do hormônio da glândula androgênica (Androgenic Gland Hormone, 

AGH) (Manor et al. 2004, Okumura & Hara, 2004). Em algumas espécies de crustáceos, 

incluindo o L. vannamei, a atuação de outros hormônios como ecdisteróides e metil 

farnesoato também tem sido associada ao controle reprodutivo masculino (Parnes et al. 

2006, Alfaro et al. 2008, Chang & Sagi, 2008). 

 

3.2. Métodos de indução à reprodução  

 

Na reprodução em cativeiro de camarões, o método usualmente empregado para 

estimular a maturação gonadal e desova consiste na ablação unilateral do pedúnculo 

ocular, que resulta na remoção do complexo endócrino atribuído à síntese e liberação do 

GIH. Além da redução dos níveis de GIH circulante, a extirpação do pedúnculo ocular 

reduz a ação de outros neuropeptídios produzidos também no pedúnculo ocular. Este 

fato ocasiona um significativo desbalanço hormonal que reflete consideravelmente na 

quantidade, qualidade e sobrevivência das larvas produzidas (Palacios et al. 1999). 

Consequentemente, para a obtenção de larvas com boa qualidade, as matrizes 

reprodutoras são geralmente descartadas a cada três meses de produção, o que incide em 

grande prejuízo para a cadeia produtora. Por esse motivo, durante as últimas duas 

décadas, algumas pesquisas vêm sendo realizadas para o desenvolvimento de técnicas 

alternativas à ablação peduncular na reprodução de camarões em cativeiro. Dentre estes 

métodos, podemos destacar a administração de hormônios, anticorpos monoclonais, 

otimização de fatores ambientais (temperatura, fotoperíodo e salinidade), e mais 

recentemente, a utilização de moléculas de dsRNA para o silenciamento de transcritos 

hormonais por RNAi (Balasubrsmanian, 2009, Tinikul et al. 2009, Nagaraju, 2010, 

Treerattrakool et al. 2011). 

A utilização de serotonina (5-hydroxytryptamine, 5HT) para a indução a 

reprodução é caracterizada por ter pouca especificidade tendo sido associada à liberação 

simultânea de vários hormônios em crustáceos tais como o CHH (Keller et al. 1985), o 

MIH (Mattson & Spaziani, 1986) e o GSH (Kullkarni et al. 1992). A injeção de 

serotonina em camarões L. vannamei para a indução à reprodução tem sido relatada 

como de pouca eficiência, especialmente quando comparados ao desempenho 

reprodutivo obtido com fêmeas monoabladas (Vaca & Alfaro, 2000). Contudo, a 

utilização da serotonina em combinação com um antagônico de dopamina, a spiperona, 

se mostrou eficaz para a indução do desenvolvimento gonadal e desova de camarões L. 
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vannamei em cativeiro (Alfaro et al. 2004). Treerattrakool et al. (2014) utilizaram 

anticorpos monoclonais anti-GIH para a neutralização da atividade inibidora da 

vitelogênese do P. monodon no qual resultou numa elevação do níveis da expressão do 

mRNA da vitelogenina em cultura primária de tecido ovariano. Em outro estudo, esse 

grupo de pesquisadores demonstrou a indução do desenvolvimento gonadal e desova do 

P. monodon através do silenciamento pós-transcricional do GIH-Pm por dsRNA 

sequência-específica (Treerattrakool et al. 2011). 

 

4. O Mecanismo de RNA de interferência (RNAi) 

 

 No início dos anos 90, na tentativa de manipular a expressão de genes, três 

grupos distintos de pesquisadores chegaram ao resultado imprevisto do silenciamento 

gênico. Estes resultados foram documentados posteriormente como um fenômeno de 

“Co-supressão” em plantas, “Quelling” em fungos, e “RNA de interferência” no 

nematóide Caenorhabditis elegans (Napoli et al. 1990, Fire et al. 1991, Romano & 

Macino, 1992). Observações iniciais a cerca do fenômeno de silenciamento indicavam 

que tanto moléculas sense como antisense de RNA eram igualmente eficazes como 

gatilho do silenciamento gênico (Fire et al. 1991, Guo & Kemphues, 1995). Contudo, 

verificou-se mais tarde que a efetividade das moléculas sense e antisense no 

silenciamento gênico dependia diretamente da hibridização prévia com o mRNA do 

gene endógeno, e que moléculas de RNA dupla-fita (dsRNA) homólogas ao gene alvo é 

que de fato funcionavam como gatilho do fenômeno de silenciamento gênico (Fire et al. 

1998). A partir da década de 90, o silenciamento de genes por RNA de interferência 

(RNAi) tem sido descrito para uma ampla variedade de organismos, incluindo 

protozoários, leveduras, microalgas, plantas e animais (Cogoni et al. 1996, Ngo et al. 

1998, Waterhouse et al. 1998, Fire et al. 1998, Wu-Scharf et al. 2000, Wianny & 

Zernicka-Goetz, 2000, Caplen et al. 2001, Elbashir et al. 2001, Hannon, 2002, 

Mochizuki et al. 2002). Trabalhos posteriores sugeriram que os fenômenos inicialmente 

denominados de Co-supressão, Quelling e de RNA de interferência estão relacionados e 

representam um mecanismo evolutivamente conservado que é atribuído a vários 

processos biológicos naturais envolvendo a supressão da atividade de transposons 

(Aravin et al. 2007), regulação gênica (Denli & Hannon, 2003), remodelagem da 

heterocromatina (Riddle & Elgin, 2008) e a atividade imune antiviral (Li & Ding, 

2005). 
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O silenciamento gênico por RNAi consiste em um mecanismo pós-transcricional 

no qual longos precursores de moléculas de dsRNA (exógenos ou endógenos) são 

processados ou maturados em pequenos dsRNA de 21-25 pb conhecidos como siRNA 

(small interfering RNAs) ou miRNA (microRNA) a partir de reações catalisadas por 

endonucleases do tipo RNAse III dsRNA-específico, a exemplo da enzima DICER 

(DCR) (Bernstein et al. 2001). A DCR é uma proteína relativamente longa na qual 

possui alguns domínios como DEXDc, HELICc, PAZ, RIBOc-A, RIBOc-B, DUF283 e 

DSRM (Matsuda et al. 2000). Os domínios DEXDc e HELICc possuem alta homologia 

aminoacídica com a enzima RNA helicase dependente de ATP. O domínio PAZ interage 

diretamente com uma saliência de 2 pb existente no siRNA e miRNA. O domínio 

RIBOc possui atividade de RNAse, enquanto os domínios DUF283 e DSRM são locais 

de ligação de moléculas de dsRNA (Hammond et al. 2001, Dlakic, 2006). Os pequenos 

RNAs (siRNA ou miRNA) produzidos podem conduzir à degradação específica ou 

repressão da tradução do mRNA alvo a partir de um complexo de silenciamento 

multiprotéico (RNA-induced silencing complex, RISC) (Meister & Tuschl, 2008). Uma 

das principais proteínas deste complexo de silenciamento foi classificada como um 

membro da família Argonaute (AGO). Os membros desta família possuem os domínios 

PIWI e PAZ, e formam um núcleo catalítico com outras proteínas relacionadas para 

guiar a silenciamento específico do RNA alvo (Okamura et al. 2004).  

Uma característica peculiar do mecanismo de RNAi, pelo menos em algumas 

espécies de fungos, nematóides e plantas, consiste na possibilidade de amplificação do 

sinal de silenciamento a partir da ação de uma RNA polimerase dependente de RNA 

(RdRp). Neste caso, siRNAs secundários podem ser gerados por um processo 

denominado RNAi transitivo, no qual um siRNA ou até mesmo um ssRNA antisense 

pode funcionar como “primer” para a síntese de um RNA complementar (cRNA) ao 

gene alvo, produzindo desta forma, moléculas de dsRNA de novo que será clivado pela 

enzima DICER dando origem aos siRNA secundários (Tijsterman et al. 2002). Outra 

característica interessante acerca do fenômeno de RNAi consiste na possibilidade de 

transmissão vertical do sinal de silenciamento. Segundo Fire et al. (1998), a indução do 

RNAi por injeção intramuscular nas gônadas do nematóide C. elegans pode ser 

transferida de geração em geração. Outro estudo, também com C. elegans, mostrou que 

a transmissão vertical do sinal do RNAi pode perdurar por várias gerações e que a 

atuação de genes como rde-1, rde-4 e Sid-1 são indispensáveis para a transmissão de 

hereditariedade do silenciamento por RNAi. Os genes rde-1 e rde-4 codificam para 
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proteínas envolvidas na produção de siRNA, enquanto o Sid-1 codifica para um canal de 

transmembrana envolvido na captação de longas moléculas de dsRNA (Grishok et al. 

2000, Tabara et al. 2002, Feinberg & Hunter, 2003). Recentes descobertas têm mostrado 

a possibilidade da transmissão horizontal do sinal do RNAi entre organismos, a 

exemplo da relação hospedeiro-parasita entre a abelha Apis mellifera e o ácaro Varroa 

destructor (Garbian et al. 2012).  

Desde a sua descoberta em C. elegans, o silenciamento gênico por RNAi tem 

sido amplamente utilizado como uma importante ferramenta para estudos de genética 

reversa, tanto em sistemas de invertebrados como também em vertebrados. Atualmente, 

grande parte do conhecimento acerca da função gênica é devido ao knockdown de genes 

e da consequente avaliação fenotípica do efeito do silenciamento do mRNA alvo. Antes 

do advento da tecnologia do RNAi, métodos de perda e ganho da função gênica a partir 

de tecnologias como a knockout animal e a transgenia, respectivamente, eram técnicas 

bastante utilizadas para a elucidação da função dos genes. Contudo, a ocorrência de 

resultados ambíguos aliado ao tempo e custo requerido para o desenvolvimento de 

organismos geneticamente modificados não favoreceram o emprego destas 

metodologias nos dias atuais, no tocante a elucidação da função gênica (Rajewsky et al. 

1996, Vanhecke & Janitz, 2005). A partir dos estudos iniciais com C. elegans e com 

Drosophila melanogaster, o silenciamento de um único gene foi logo substituído pelo 

silenciamento múltiplo. Por exemplo, Kamath et al. (2003) analisaram por RNAi cerca 

de 86% do genoma do C. elegans (19.427 genes) o que resultou na identificação de 

1.722 fenótipos. Vários outros estudos incluindo a análise múltipla por RNAi em 

organismos modelos tem contribuído significativamente para a elucidação da função 

gênica em organismo eucariotos superiores, especialmente quando da caracterização de 

genes envolvidos em mecanismos conservativos (Boutros et al. 2004, Lum et al. 2003). 

Outra aplicabilidade direta da tecnologia do RNAi consiste no desenvolvimento 

de terapias gênica através do silenciamento de genes virais ou de genes que codificam 

para proteínas endógenas anômalas associadas a patologias. A terapia gênica por RNAi 

tem sido amplamente desenvolvida para tratamento de doenças em plantas, 

invertebrados e mamíferos, incluindo o tratamento de doenças humanas, a exemplo de 

infecções virais respiratórias, doenças oculares, distúrbios do sistema nervoso, câncer e 

doenças inflamatórias do intestino (Bumcrot et al. 2006). No contexto da produção 

animal, a utilização da tecnologia do RNAi tem sido considerada como uma poderosa 

ferramenta para a pesquisa aplicada ao cultivo de organismos terrestres e aquáticos 
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(Golding et al. 2006, Burnell & Allan. 2009, Long et al. 2009, Monga et al. 2011, 

Labreuche et al. 2013). 

Para camarões cultivados, a tecnologia do RNAi tem sido amplamente utilizada 

para o desenvolvimento de terapias antivirais (Escobedo-Bonilla, 2012) e também para 

a elucidação da função de genes atribuídos ao metabolismo de carboidratos (Lugo et al. 

2006), osmorregulação (Tiu et al. 2007), muda (Hui et al. 2008), imunologia (de la Vega 

et al. 2008, Shockey et al. 2009), crescimento (de Santis et al. 2011), diferenciação 

sexual (Ventura et al. 2009) e reprodução (Treerattrakool et al. 2008).  
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OBJETIVOS 

 

 Objetivo Geral: 

 

Desenvolver métodos biotecnológicos para o silenciamento por RNA de 

Interferência (RNA) de genes do vírus da Mionecrose Infecciosa (IMNV) e do 

hormônio Inibidor das Gônadas (GIH) em camarões Litopenaeus vannamei. 

 

Objetivos Específicos: 

 

 Otimizar metodologia molecular para a quantificação dos vírus da Mionecrose 

Infecciosa (IMNV) e da Síndrome da Mancha Branca (WSSV) em camarões L. 

vannamei; 

 

 Elaborar e quantificar inóculo do IMNV para a realização de bioensaios de 

desafio com o camarão L. vannamei; 

 
 Investigar o padrão de transcrição dos genes Sid-1, Dicer-2 e Argonaute-2 por 

RT-qPCR em camarões L. vannamei infectados experimentalmente com 

diferentes concentrações do IMNV; 

 
 Produzir moléculas de dsRNA para o silenciamento por RNAi de três regiões 

distintas do genoma do IMNV em camarões L. vannamei desafiados 

experimentalmente; 

 
 Realizar uma caracterização temporal da inibição da replicação do IMNV a 

partir da análise da carga viral e da expressão de genes relacionados ao RNAi 

por RT-qPCR ao longo de 34 dias de ensaio de desafio experimental; 

 
 Investigar a viabilidade da utilização de dsRNA gene-especifico (GIH) para o 

estímulo da reprodução de fêmeas de L. vannamei em cativeiro. 
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CAPÍTULO I – OTIMIZAÇÃO DE PROTOCOLOS PARA O DIAGNÓSTICO 

QUANTITATIVO MOLECULAR POR PCR EM TEMPO REAL PARA OS 

VÍRUS DA MIONECROSE INFECCIOSA (IMNV) E DA SÍNDROME DA 

MANCHA BRANCA (WSSV) EM CAMARÕES Litopenaeus vannamei 

 

            Os resultados deste capítulo foram publicados no periódico Aquaculture.    

                                                http://dx.doi.org/10.1016/j.aquaculture.2012.11.026      

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

As enfermidades causadas pelos vírus da Mionecrose Infecciosa (IMNV) e da 

Síndrome da Mancha Branca (WSSV) podem causar grandes perdas econômicas para a 

indústria carcinicultora (Lightner, 2011). Ao longo dos últimos anos, ambos os vírus 

tiveram um forte impacto na carcinicultura brasileira. O IMNV foi identificado pela 

primeira vez no ano de 2002 em fazendas de cultivo do camarão L. vannamei no Estado 

do Piauí (Brasil), alastrando-se posteriormente para outros da região Nordeste do país, 

incluindo os Estados do Rio Grande do Norte, Pernambuco, Paraíba, Maranhão e Ceará 

(Andrade et al. 2007). A Síndrome da Mancha Branca foi primeiramente detectada em 

camarões cultivados no Norte de Taiwan no ano de 1992 (Nakano et al. 1994), e desde a 

sua descoberta tem se tornado uma das enfermidades mais ameaçadoras para a atividade 

carcinicultora no mundo (Escobedo-Bonilla et al. 2008). No Brasil, o WSSV foi 

detectado no início de 2004 e foi o responsável pelo colapso da indústria do camarão no 

sul do país (OIE, 2005a, 2005b, Muller et al. 2010).  

As técnicas desenvolvidas para diagnósticos de enfermidades em humanos e na 

medicina veterinária passaram a ser empregadas também na investigação das causas das 

doenças em crustáceos e outros organismos aquáticos, indo desde a simples análise 

clínica e histológica até os métodos moleculares mais sofisticados como a reação em 

cadeia de polimerase (PCR). Dentre as suas diversas variantes, a PCR em tempo real 

quantitativa (qPCR) permite a determinação do número exato de cópias de um 

determinado segmento de DNA alvo em uma amostra, o que permite por sua vez, no 

caso de doenças infecciosas, a detecção precisa do número de cópias do agente 

patogênico (Mackay et al. 2002). Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo 
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principal o desenvolvimento de metodologia para o diagnóstico molecular por PCR em 

Tempo Real para a detecção e quantificação dos vírus da Mionecrose Infecciosa 

(IMNV) e da Síndrome da Mancha Branca (WSSV). 

 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Material Biológico Utilizado 

 

Trinta camarões L. vannamei (10±2g) coletados no município de Paraipaba (CE) 

foram previamente diagnosticados pelo Centro de Estudo e Diagnóstico de Organismos 

Aquáticos da Universidade Federal do Ceará (CEDECAM/LABOMAR/UFC) para os 

vírus da IMN e WSS. O diagnóstico molecular realizado pelo CEDECAM seguiu 

protocolos descritos por Senapin et al. (2007) e  Lo et al. (1996) para a detecção por 

PCR semi-quantitativa do IMNV e WSSV, respectivamente. Os resultados deste 

diagnóstico foram utilizados para a validação dos métodos quantitativos por PCR em 

Tempo Real desenvolvidos para a detecção e quantificação do IMNV e WSSV. Tecido 

muscular de pleópodos dos camarões previamente diagnosticados por PCR 

convencional pelo CEDECAM foram processados individualmente para as análises 

quantitativas por RT-qPCR e qPCR para a detecção e quantificação do IMNV e WSSV, 

respectivamente.  

 

2.2. Extração de DNA 

 

O DNA genômico total foi extraído de acordo com o protocolo descrito por 

Sambrook et al, (1989). Aproximadamente 20 mg de tecido muscular de pleópodo 

conservado em álcool 96% (Merck®) foi lavado com uma solução de Tris-HCl (10 mM, 

pH 7) e colocado em microtubos de 1,5 ml contendo 500 µl de tampão de extração 

(Tris-HCl 100 mM, SDS 1%). Em seguida, adicionou-se 30 µl de proteinase K (10 

mg/ml) e misturou-se bem por inversão. As amostras foram incubadas a 65°C por 3 

horas até o tecido estar completamente digerido, misturando-se ocasionalmente por 

inversão. Após a digestão do tecido, foi adicionado 500 µl de fenol:clorofórmio:álcool 

isoamílico (25:24:1) (Invitrogen®) misturando-se por inversão durante 5 min. Para a 

separação das fases, as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm/5 min. Uma alíquota 
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de 450 µl da fase aquosa superior foi transferida para outro microtubo tomando-se o 

cuidado essencial para não perturbar a interface. Numa segunda etapa de purificação, 

500 µl de clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) foram adicionados à amostra e misturou-

se por inversão durante 5 min. As amostras foram novamente centrifugadas a 13.000 

rpm/5 min e 450 µl da fase aquosa superior foi transferido para outro microtubo de 1,5 

ml. Para precipitação do DNA, foram adicionados 1,0 ml de etanol absoluto (Merck®) e 

50 µl de acetato de sódio às amostras, incubando-as a -20°C/30 min. Após esta etapa, as 

amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm/15 min a 4°C. O sobrenadante foi removido 

cuidadosamente por inversão. As amostras foram então lavadas com 500 µl de etanol 

70%, invertendo-se algumas vezes para posteriormente serem centrifugadas a 13.000 

rpm/5 min. O etanol foi descartado cuidadosamente e os microtubos invertidos sobre 

um papel toalha afim de maximizar o processo de secagem a temperatura ambiente (15 

a 25°C) por 10 minutos. 

O DNA das amostras foi ressuspendido em 50 µl de TE (Tris-HCl 10 mM, 

EDTA 1 mM) e tratado com 2 µl de RNase (10 mg/ml). Para a ativação da RNase, as 

amostras foram  incubadas a 37°C/30 min. A inativação da RNAse se deu pela 

incubação das amostras a 70°C/10 min. Antes da utilização do DNA total extraído, sua 

integridade foi avaliada por corrida eletroforética em gel de agarose a 1%, preparado 

em 150 ml de TAE (1×) (0,04 M Tris Base, 0,04 M Acetato e 0,001 M EDTA) contendo 

0,1 µg/ml de brometo de etídio. O gel foi preparado em uma cuba Electophoresis 

Systems FB-SB-1316 (Fisher-Biotech®) contendo o tampão TAE (1×). A corrida 

eletroforética foi realizada com a potência de 0,58 volts/cm2 de corrente contínua 

durante 60 minutos. O gel foi visualizado em um transiluminador ultravioleta 

SelectTMSeries (Espectroline®) e fotodocumentado através do sistema de análise e 

fotodocumentação de eletroforese (Electrophoresis Documentation and Analysis System 

290, EDAS 290) (Kodak®) que utiliza o programa de computador KODAK 1D Image 

Analysis Software (Pizzonia, 2001). O DNA total foi quantificado por fluorimétria 

usando o kit Qubit™quantification assay (Invitrogen®) para dsDNA e padronizados 

para o diagnóstico molecular do WSSV por qPCR. 

 

2.3. Extração de RNA e Síntese de cDNA 

 

 O RNA total foi extraído a partir de aproximadamente 50 mg de tecido 

muscular de pleópodos com a utilização do reagente Trizol (Invitrogen®), seguindo 
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metodologia recomendada pelo fabricante. Inicialmente, o material biológico foi lavado 

com uma solução de Tris-HCl (10 mM, pH 7) e colocado em microtubos de 1,5 ml 

contendo 750 µl de Trizol. Os pleópodos foram macerados e depois incubados durante 5 

minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, adicionou-se 200 µl de clorofórmio às 

amostras, agitando-as vigorosamente durante 15 segundos. Em seguida, as amostras 

foram incubadas a temperatura ambiente por 10 min. Para a separação das fases, as 

amostras foram centrifugadas a 12.000 g/15 min a 4°C. Transferiu-se cuidadosamente 

450 µl da fase superior (RNA total) para um tubo de 2 ml, onde foi agregado 500 µl de 

álcool isopropílico. As amostras foram incubadas durante 15 minutos a 30°C, e 

centrifugadas a 12.000 g/10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi removido por inversão, 

tomando-se os devidos cuidados para não se perder o pellet. As amostras foram lavadas 

com 1 ml de etanol 75%, mescladas no vortex e centrifugadas a 7.500 g/5 min a 4 °C. O 

etanol foi descartado cuidadosamente e os tubos invertidos sobre um papel toalha para 

secagem a temperatura ambiente durante 10 minutos. O RNA total foi dissolvido em 50 

µl de água ultrapura (Invitrogen®). A certificação da integridade do RNA extraído foi 

checada por eletroforese em gel de agarose obedecendo às mesmas condições descritas 

para a análise do DNA total extraído. O RNA total de cada amostra foi ainda 

quantificado por fluorimetria usando o kit Qubit™quantification assay (Invitrogen®) 

para RNA e padronizados para o processo de síntese do cDNA. 

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

desnaturar as dsRNAs e posteriormente resfriado em gelo. Os cDNAs foram obtidos 

através da utilização do kit SuperScriptTMFirstStrand Synthesis Systems for RT-PCR, 

conforme recomendações do fabricante. Em microtubos de 0,2 ml foram adicionados 1 

µg do RNA total extraído, 10 mM de dNTP’s, 150 ng de primers randômicos, e água 

ultrapura em quantidades suficientes para completar o volume de 10 µl. As amostras 

foram incubadas a 65°C/5 min e posteriormente resfriadas em gelo por 1 min. Em 

seguida, 9 µl de uma mistura contendo 2 µl de tampão RT (10×), 4 µl de MgCl2 (25 

mM), 2 µl de DTT (ditiotreitol) (0,1 M) e 1 µl de RNaseOUTTMRecombinant RNase 

Inhibitor foram adicionadas a cada amostra, para em seguida serem vortexadas, 

brevemente centrifugadas e incubadas a 42°C/2 min. Para a efetivação da reação de 

transcrição reversa, 1 µl da enzima SuperScriptTM II RT foi adicionado em cada tubo, 

seguido de incubação a 42°C/50 min. A reação de transcrição do cDNA foi terminada 

com a incubação a 70°C/15 min. Após uma breve centrifugação, adicionou-se ainda às 

amostras, 1µl de RNase H, terminando o processo com uma incubação a 37 °C/20 min. 
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Os cDNAs foram armazenados a -20 °C até às análises de diagnóstico molecular do 

IMNV por RT-qPCR.. 

 

2.4. Quantificação do Genoma Viral por RT-qPCR ou qPCR 

 

Fragmentos de 908 bp do IMNV (N° de acesso no GenBank: AY570982, nt 

4274-5181) e de 1447 pb do WSSV (N° de acesso no GenBank: AF332093, nt 224261-

225708) foram amplificados por RT-PCR e PCR, respectivamente, para a obtenção de 

construções genéticas utilizadas como controles positivos das reações quantitativas por 

PCR em tempo real (RT-qPCR e qPCR). O fragmentos genéticos foram purificados com 

o illustra GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare®) e clonado 

no pCR® 2.1-TOPO vector (Invitrogen®). Os clones positivos, designados como 

pTOPO-IMNV e pTOPO-WSSV, foram purificados com o illustra plasmidPrep Mini 

Spin Kit (GE Healthcare®) e confirmados por sequenciamento de DNA (dados não 

demonstrados). 

As sequências de primers e sondas de hidrólise utilizados para a otimização do 

diagnóstico molecular quantitativo por RT-qPCR (IMNV) ou qPCR (WSSV) foram 

desenhados a partir do software Primer Express 2.0 (Applied Biosystems®) (Tabela 1). 

Antes dos ensaios diagnósticos, a eficiência de amplificação dos primers e sondas 

(>95%) foi confirmada de acordo com Pfaffl et al. (2002) e a especificidade das 

amplificações verificadas a partir da análise das curvas de melting. 

 
Tabela 1 - Sequências de primers e das sondas de hidrólise utilizadas para a otimização 

de protocolo de detecção e quantificação por PCR em tempo real dos vírus da 

Mionecrose Infecciosa (IMNV) e da Síndrome da Mancha Branca (WSSV) em 

camarões L. vannamei. 

 

Primer Sequência 5’-3’ “Amplicon” 

IMNV(RT-qPCR)Forward 

IMNV(RT-qPCR)Reverse 

Sonda de hidrólise (IMNV) 

ATGGACGCAATCACAAAGTTGT 

TGGAACGGGCATTCATAAAAC 

FAM-TGCACGAAAGTCG-TAMRA 

 

58 pb 

WSSV(qPCR)Forward 

WSSV(qPCR)Reverse 

Sonda de hidrólise (WSSV) 

GCCCTCTCGCCTTTGATTTC 

TCGGCGTTCTTTTCTTCGA 

FAM-TTCTGTCAAAGGGAGATAC-TAMRA 

 

61 pb 
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As reações de RT-qPCR para IMNV ou qPCR para WSSV foram realizadas em 

um volume final de 10 μl contendo 5 μl do Platinum Quantitative PCR SuperMix-UDG 

(Invitrogen®), 0,3 μl (10 μM) de cada primer; 0,15 μl (10 μM) da sonda de hidrólise, 0,2 

μl (50×) do corante de referência Rox, 1 μl (10-25 ng) de cDNA (para a quantificação 

do IMNV) ou 1 μl (5-15 ng) de DNA (para a quantificação do WSSV) e 3,05 μl de água 

ultrapura (Invitrogen®). Um controle negativo (reação contendo todos os reagentes, 

exceto cDNA ou DNA) e uma série de diluição do controle positivo (pTOPO-IMNV ou 

pTOPO-WSSV) equivalente a 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108 e 109 cópias do IMNV ou 

WSSV foram incluídas em cada termociclagem para a construção das curvas padrão de 

quantificação. O número de cópias virais do IMNV e WSSV da série de diluição das 

construções pTOPO-IMNV e pTOPO-WSSV foi obtido a partir da fórmula descrita 

abaixo:  

 

                                                                                                                                                   

     № de cópias virais (IMNV ou WSSV)   =        X g/µl do clone  x  6,022 x 1023                                               

                                                                                 Tamanho do clone em pb x 649 

                                                                                    

 Onde:       

- Clone: vetor (TOPO) + inserto (fragmento IMNV ou WSSV) 

- 649 g/mol: PM médio de 1 pb de DNA 

- 6,022 x 1023:  № de moléculas em 1 mol (№ de Avogadro) 

 

 Para a detecção e quantificação do IMNV e WSSV foi utilizada a plataforma 

ABI 7300 Real-time PCR systems (Applied Biosystems®). As amplificações foram 

obtidas a partir das seguintes condições de termociclagem: 50°C/2min; 95°C/2min; 

seguidos de 40 ciclos de 95°C/15s e 60°C/30s. O número de cópias virais de cada 

amostra foi determinado com o software 7300 systems SDS 1.3.1 (Applied 

Biosystems®). As amostras foram testadas em duplicata e o resultado somente 

considerado positivo quando da amplificação de ambas as réplicas. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os diagnósticos por RT-qPCR ou qPCR confirmaram a presença do IMNV ou 

WSSV em 27 e 13 camarões, respectivamente. Dentre os 30 camarões diagnosticados, 

12 foram positivos para ambos os vírus. As curvas padrões geradas a partir da série de 

diluições dos controles positivos pTOPO-IMNV e pTOPO-WSSV apresentaram uma 

forte relação linear: [IMNV: r2 = 0,9964; y = (-3,142 ± 0,05) x + (39,84 ± 0,30)] e 

[WSSV: r2 = 0.9956; y = (-3,158 ± 0,08) x + (37,25 ± 0,51)] (Figura 1). Os resultados 

do diagnóstico quantitativo por PCR em tempo real foram expressos como número de 

cópias médias de IMNV/µg de RNA ou número de cópias médias de WSSV/µg de DNA 

para cada amostra investigada. A validação dos resultados quantitativos por RT-qPCR 

(IMNV) e qPCR (WSSV) estão apresentadas na tabela 2.   

Segundo Tang et al. (2001), métodos quantitativos de detecção certamente são 

bem mais valiosos quando comparado a métodos meramente qualitativos para a 

avaliação da severidade de infecções virais em sistemas de cultivo. A determinação do 

número de cópias virais por PCR em tempo real pode revelar o grau de severidade de 

uma infecção em um viveiro de cultivo, sendo de fundamental importância para a 

tomada de decisões quando da continuidade ou não dos ciclos de produção em cultivos 

infectados. O diagnóstico molecular quantitativo por PCR em tempo real é igualmente 

importante em estudos que envolvam a investigação cronológica de uma determinada 

infecção em bioensaios de desafios experimentais, especialmente pela indisponibilidade 

de linhagens celulares de crustáceo para a quantificação da atividade viral in vitro 

(Duran et al. 2002, Nunan et al. 2004, Montgomery-Brock et al. 2007). Contudo, para 

que haja qualquer comparação entre resultados envolvendo a quantificação da carga 

viral publicados por diferentes grupos de pesquisa, é imprescindível a padronização dos 

protocolos no tocante a eficiência dos reagentes empregados, métodos de análises e 

forma de apresentação dos resultados (Marubini et al. 2004, Bustin et al. 2009).  
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Figura 1 - Curvas padrão utilizadas para a otimização dos métodos de diagnóstico 

quantitativo por PCR em tempo real para os vírus da IMN e da WSS. Os números de 

cópias virais estão representados em função dos valores médios dos Cq’s. 

 

A detecção de uma grande variação do número de cópias do IMNV (1,79 x 104 à 

1,20 x 109 copias/µg de RNA) e do WSSV (1,46 x 103 à 4,30 x 105/µg de DNA) por RT-

qPCR ou qPCR, respectivamente, nos camarões investigados indica que a carga viral 

nos sistemas de cultivos pode ser altamente variável. Esta alta variação do número de 

cópias virais pode ser justificado por diversos fatores que ocorrem ao longo do cultivo 

como, por exemplo, densidade do cultivo, povoamento com diferentes linhagens de 

camarão, estágio da infecção, padrão de transmissão, entre outros (Duran & Lightner, 

2002). De acordo com ensaios realizados por Sritunyalucksana et al. (2006), a técnica 

de PCR em Tempo Real pode detectar até 5 cópias virais por reação, enquanto com a 

PCR convencional pode-se detectar até 1000 cópias virais quando realizada em uma 

etapa e até 100 cópias em duas etapas (Nested-PCR). No presente estudo, apenas os 

diagnósticos das amostras 11, 21 e 24 não corresponderam ao nível de sensibilidade 

para a detecção do WSSV por Nested-PCR conforme descrito por Sritunyalucksana et 

al. (2006). Apesar de recomendado pela OIE (Organização Mundial de Saúde Animal), 

a utilização do protocolo descrito por Lo et al. (1996) para a detecção via Nested-PCR 

do WSSV tem sido amplamente contestada pela baixa especificidade produzida 

(Claydon et al. 2004, Nunan & Lightner, 2011). 
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Slope: -3,142 ± 0,05069 
Intercept: 39,84 ± 0,3020 
r2: 0,9964 

Slope: -3,158 ± 0,08530 
Intercept: 37,25 ± 0,5082 
r2: 0,9956 
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Tabela 2 - Validação de diagnóstico quantitativo por PCR em tempo real para o IMNV 

e WSSV a partir de amostras de pleópodos de L. vannamei previamente diagnosticados 

por PCR convencional pelo Centro de Estudos e Diagnóstico de Enfermidade de 

Organismos Aquáticos (CEDECAM/UFC). 

 

 PCR em Tempo Real (FURG) PCR convencional (UFC) 

Amostras 
(Cópias do IMNV/µg 

de RNA) 

(Cópias do WSSV/µg 

de DNA) 

IMNV 

(Nested RT-PCR) 

WSSV 

(Nested PCR) 

1 8,59 x 106 3,22 x 105 + + 

2 5,81 x 105 Nd* + - 

3 2,79 x 107 1,99 x 103 + + 

4 1,19 x 106 3,12 x 105 + + 

5 3,41 x 106 1,46 x 103 + + 

6 1,23 x 106 Nd* + - 

7 3,57 x 105 Nd* + - 

8 1,69 x 108 Nd* + - 

9 6,79 x 104 4,37 x 105 + + 

10 9,44 x 107 Nd* + - 

11 3,53 x 105 7,53 x 103 + - 

12 1,70 x 106 Nd* + - 

13 1,71 x 105 6,32 x 103 + + 

14 Nd* 4,30 x 105 - + 

15 1,79 x 104 Nd* + - 

16 Nd* Nd* - - 

17 1,80 x 105 2,77 x 105 + + 

18 1,98 x 106 Nd* + - 

19 3,48 x 108 Nd* + - 

20 Nd* Nd* - - 

21 1,61 x 105 3,67 x 105 + - 

22 1,88 x 106 Nd* + - 

23 1,02 x 105 Nd* + - 

24 1,84 x 104 2,69 x 104 + - 

25 1,20 x 109 Nd* + - 

26 6,27 x 106 Nd* + - 

27 1,80 x 105 Nd* + - 

28 3,86 x 105 Nd* + - 

29 4,71 x 106 5,32 x 104 + + 

30 6,51 x 105 4,17 x 105 + + 

Nd*: Não detectado 

 



43 
 

Apesar da ocorrência de duplas ou múltiplas infecções já ter sido reportada para 

camarões cultivados, existem poucas informações tanto a nível celular como molecular 

a respeito da patogenicidade, virulência, susceptibilidade e resposta imune quando da 

infecção simultânea (Macías-Rodríguez et al., 2014). Estudos anteriores demonstraram 

a influência do IHHNV na redução da patogenicidade do WSSV em camarões 

peneídeos pré-infectados com o WSSV, mostrando que em alguns casos a infecção por 

um agente pode ter uma função protetora contra outro agente patogênico (Bonnichon et 

al. 2006, Tang et al. 2003). Entretanto, a ocorrência de múltiplas infecções geralmente 

compromete significativamente o estado de saúde de camarões cultivados, sendo uma 

das principais causas de mortalidades em sistemas de cultivo. Os estudos supracitados, 

bem como as perdas econômicas ao setor aquícola geradas pela ocorrência de múltiplas 

infecções em camarões cultivados reforçam a importância da pesquisa voltada ao 

entendimento da interação entre patógenos e hospedeiros, ainda de pouco conhecimento 

científico, bem como de estudos para o desenvolvimento de métodos de profilaxia ou 

terapia viral para camarões infectados em sistemas de cultivo.  

 Neste estudo, novos primers e sondas de hidrólise foram utilizados para a 

validação do método quantitativo molecular por PCR em tempo real para o diagnóstico 

do IMNV e do WSSV em amostras de camarões L. vannamei. Além do estabelecimento 

da metodologia de diagnóstico, a ocorrência da co-infecção com ambos os vírus foi 

confirmada pela primeira vez em espécimes do camarão L. vannamei.  
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CAPÍTULO II - EXPRESSÃO DE GENES RELACIONADOS AO RNAi NO 

CAMARÃO BRANCO Litopenaeus vannamei INFECTADOS 

EXPERIMENTALMENTE COM O VÍRUS DA MIONECROSE INFECCIOSA 

(IMNV)  

 

      Os resultados deste capítulo foram submetidos ao periódico Aquaculture Research.        

                                                                                                                       

                                 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

A infecção causada pelo IMNV ainda vem trazendo constantes prejuízos a 

carcinicultura nas regiões onde ocorre, o que pode ser resultado de uma ineficácia 

natural do sistema imunológico do camarão frente a esta infecção viral. Em L. 

vannamei, o mecanismo de RNAi têm sido caracterizado como uma potente defesa 

contra viroses, que ainda trazem sérios prejuízos a atividade carcinicultura no mundo 

(Escobedo-Bonilla, 2011). O RNAi é um mecanismo de silenciamento gênico específico 

amplamente conservado entre todos os eucariotos superiores estudados e é ativado 

naturalmente por moléculas de dsRNA de origem endógena ou exógena. Este fenômeno 

têm sido atribuído a vários processos biológicos envolvendo a supressão da atividade de 

transposons (Aravin et al. 2007), regulação gênica (Denli & Hannon, 2003), 

remodelagem da heterocromatina (Riddle & Elgin, 2008) e a atividade imune antiviral 

(Li & Ding, 2005). Moléculas de duplas fitas de RNA (dsRNA) geradas durante o 

processo de replicação viral funcionam como um padrão molecular de reconhecimento 

do sistema de defesa antiviral da maioria dos organismos. Essas dsRNA podem ser 

produzidas naturalmente tanto por vírus de RNA como também por vírus de DNA 

(Weber et al. 2003). 

Em camarões, longas moléculas de dsRNA podem ser internalizadas para o 

citoplasma através de canais proteicos de transmembrana denominados SID-1 e 

sinalizar para a ativação do RNAi. No citoplasma, essas longas moléculas de dsRNA 

são processadas em pequenos dsRNAs de 20-23 nt a partir de reações catalisadas pela 

enzima DICER-2, uma endonuclease do tipo RNAse III dsRNA-específico. Estes 

pequenos dsRNAs (siRNAs) são carregados para um complexo de silenciamento 

multiprotéico (RNA-induced silencing complex, RISC), onde uma de suas fitas é 
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degradada e a remanescente (siRNA guia) forma novamente uma dsRNA com o mRNA 

viral por complementaridade de bases. O RISC contém uma proteína membro da família 

Argonauta, ARGONAUTA 2, que forma um núcleo catalítico com outras proteínas 

relacionadas e guia a degradação específica do mRNA alvo ou bloqueio do processo de 

tradução (Labreuche et al. 2010). 

A indução do mecanismo de RNAi por dsRNA-específicas sintéticas tem sido 

amplamente considerada como uma potencial ferramenta biotecnológica para a combate 

e controle da replicação dos vírus da Síndrome da Mancha Branca (WSSV), vírus da 

Síndrome da Taura (TSV), vírus da Cabeça Amarela (YHV) e vírus da Mionecrose 

Infecciosa (IMNV) em camarões cultivados quando estimulados por injeção 

intramuscular ou administração oral de longas moléculas sequência-específica de 

dsRNA (Robalino et al, 2005, Saksmerprome et al, 2009, Loy et al. 2012). Contudo, 

pouco se conhece acerca das interações hospedeiro-vírus que levam a vulnerabilidade 

natural do mecanismo de RNAi em camarões quando infectados por alguns agentes 

virais nos tanques de cultivo. Neste sentido, este estudo teve como objetivo investigar o 

padrão de transcrição dos principais genes conhecidos do mecanismo de RNAi em 

camarões infectados experimentalmente. Especificamente, o presente trabalho teve 

como objetivo a preparação de um inóculo de IMNV e sua utilização para investigar as 

possíveis implicações da infecção sobre a transcrição dos genes Sid-1, Dicer-2 e 

Argonauta-2 em camarões L. vannamei. 

 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

  

2.1. Preparação do Inóculo do IMNV 

 

Para a produção do inóculo do IMNV foram capturados 47 camarões com 9 g 

(±1) oriundos de regiões com relatos de surto da Mionecrose Infecciosa no Nordeste 

brasileiro. Esses animais foram congelados e encaminhados ao Centro de Estudos e 

Diagnóstico de Enfermidade de Organismos Aquáticos (CEDECAM-UFC). Os 

camarões foram então diagnosticados por RT-PCR convencional para a seleção de 

animais infectados com o IMNV utilizando-se protocolo descrito por Senapin et al. 

(2007). Em adicional, diagnósticos por PCR para o WSSV (Nunan & Lightner, 2011) e 

IHHNV (OIE, 2012), também foram realizados a fim de selecionar camarões infectados 



49 
 

apenas com o IMNV (dados não demonstrados). 

 O inóculo do IMNV foi preparado a partir do músculo abdominal de camarões 

diagnosticados como positivo apenas para a Mionecrose Infecciosa. As amostras foram 

homogeneizadas em tampão salino gelado (NaCl 330 mM, Tris 10 mM, pH 7,4) (1:10 

p/v) e posteriormente centrifugadas a 4.000 g/30 min/4°C. O sobrenadante foi 

recuperado e novamente centrifugado a 8.000 g/30 min/4°C. O extrato viral obtido foi 

filtrado em membranas de 0,45 µm e 0,22 µm, respectivamente, e depois armazenados a 

-80°C (Adaptado de Prior et al. 2003). Após a quantificação do número de cópias do 

IMNV por RT-qPCR, o extrato viral foi diluído 10-1, 10-2 e 10-3 para os ensaios de 

infecção experimental sob condições controladas. 

 

2.2. Bioensaio de Desafio Viral 

 

 Oitenta juvenis de L. vannamei com 8g (±1) foram adquiridos de fazendas de 

cultivo e diagnósticos por PCR convencional como livres dos vírus IHHN (OIE, 2012) e 

WSS (Nunan & Lightner, 2011). Todos os camarões foram previamente diagnosticados 

por RT-PCR (Senapin et al. 2007) como portadores assintomáticos do IMNV (dados não 

demonstrados). Esses animais foram então aclimatados durante 30 dias em 6 tanques de 

500 l interligados a um filtro biológico com circulação contínua de água. 

Posteriormente, os animais foram acondicionados individualmente em tanques plásticos 

de 5,5 l com aeração constante e renovação da água de 50 % ao dia. Os parâmetros 

físico-químicos da água foram mantidos em salinidade 30, 28°C, pH 7,2, OD 5,5 mg/l e 

condições naturais de fotoperíodo para a região nordeste do Brasil (12 horas de luz e 12 

horas de escuro). Durante todo o ensaio, os camarões foram alimentados 2 vezes ao dia 

com uma ração comercial contento 35% de proteína bruta (PB) em uma quantidade 

equivalente a 3,5% do peso corporal. Cada camarão foi injetado intramuscularmente 

com 100 µl do inóculo IMNV em diferentes diluições (10-1, 10-2 ou 10-3) ou com 

solução salina (NaCl 330 mM, Tris 10 mM, pH 7,4). Os camarões foram distribuídos 

em quatro grupos: I) Injeção com inóculo IMNV (10-1), II) Injeção com inóculo IMNV 

(10-2), III) Injeção com inóculo IMNV (10-3) e, IV) Injeção com solução salina (grupo 

controle). Para as análises moleculares por RT-qPCR, os animais tiveram a hemolinfa 

coletada (~150 µl), sendo as amostragens realizadas no 2° dia antes da injeção e no 3° e 

7° dia pós-injeção. Os camarões foram observados duas vezes ao dia para o registro da 

mortalidade e aparecimento de sinais clínicos característicos da IMN. 
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2.3. Extração do RNA e Síntese do cDNA 

 

 O RNA total foi extraído de hemócitos isolados do plasma por centrifugação a 

1.200 g/10 min/4 °C, utilizando o reagente Trizol® (Invitrogen®), de acordo com as 

instruções do fabricante. No caso do inóculo viral, 100 μl do extrato foi adicionado 

diretamente ao Trizol® (Invitrogen®). O RNA total extraído foi tratado com DNAse I 

por incubação a 37°C por 30 min e teve sua concentração determinada por quantificação 

fluorimétrica usando o kit Qubit™quantification assay (Invitrogen®) para RNA. Antes 

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

desnaturar as dsRNAs e, posteriormente, resfriado em gelo. O cDNA foi sintetizado 

com o High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies®) em um 

volume de 20 μl de reação final contendo 2 µl de RT Buffer (10×), 0,8 µl de dNTPs mix 

(25×), 2 µl de RT random primers (10×), 1 µl de MultiScribe™ Reverse Transcriptase 

(50 U) e 1μg de RNA total diluído em água ultra pura (Invitrogen®). As amostras foram 

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

cDNA foi armazenado a -20°C até a sua utilização para as análises por RT-qPCR. 

 

2.4. Quantificação Absoluta do IMNV por RT-qPCR 

 

 Para a quantificação do número de cópias do IMNV foi utilizada a metodologia 

e primers descritos por Feijó et al. (2013) (Capítulo I). As reações de RT-qPCR para a 

quantificação da carga viral foram realizadas em 10 µl de volume final e contiveram 5 

μl de Platinum Quantitative PCR SuperMix-UDG (Invitrogen®), 0,3 μl (10 μM) de cada 

primer [IMNV (RT-qPCR) Forward: 5'- ATGGACGCAATCACAAAGTTGT-3' e IMNV 

(RT-qPCR) Reverse: 5'- TGGAACGGGCATTCATAAAAC-3'], 0,15 μl (10 μM) da 

sonda de hidrólise (IMNV): FAM-TGCACGAAAGTCG-TAMRA, 0,2 μl (50×) do 

corante de referência Rox, 1 μl (10-25 ng) de cDNA e 3,05 μl de água ultrapura 

(Invitrogen®). Um controle negativo (contendo todos os reagentes, exceto o cDNA alvo) 

e uma série de diluições (10×) do controle positivo pTOPO-IMNV equivalente a 108, 

107, 106, 105, 104, 103, 102 cópias do IMNV foram adicionados a cada corrida da RT-

qPCR. O controle positivo pTOPO-IMNV consistiu de uma construção genética 

resultante da ligação de um fragmento de 908 bp do IMNV (N° de acesso no GenBank: 

AY570982, nt 4274-5181) ao pCR® 2.1-TOPO vector (Invitrogen®). 

 Para a quantificação do número de cópias do IMNV foi empregada a plataforma 
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7500 Real-time PCR system (Applied Biosystems®). As condições de amplificações 

seguiram os seguintes passos: incubação a 50°C por 2 min, seguido da ativação da 

Platinum®Taq DNA polymerase a 95°C por 2 min, e 40 ciclos de 15s a 95°C e 30s a 

60°C. Os dados foram coletados durante a etapa de extensão final (60°C). O número de 

cópias virais de cada amostra foi determinado de acordo com o software SDS 1.3.1 

(Applied Biosystems®). Todas as amostras foram testadas em duplicata e somente 

consideradas positivas quando da amplificação válida de ambas as réplicas. 

  

2.5. Expressão de Genes relacionados ao RNAi 

 

As RT-qPCRs quantitativas dos genes Sid-1, Dicer-2, Argonauta-2, β-actina e 

Ef1α foram realizadas com o reagente Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix - UDG 

(Invitrogen®), utilizando a plataforma ABI 7500 Real Time Systems (Applied 

Biosystems®). Após validação com o software DataAssist v3.0 (Applied Biosystems®), 

a média entre a expressão dos genes da β-actina e Ef1α foram utilizadas como 

referência para a normalização da expressão dos genes alvo. Os primers utilizados para 

a amplificação dos genes investigados estão descritos na tabela 3.  

 

Tabela 3 - Primers utilizados para a análise da expressão de genes relacionados ao 

RNAi em camarões L. vannamei infectados experimentalmente com o IMNV. 
 

Gene 

(GeneBank) 
Primer Forward (5’-3’) Primer Reverse (5’-3’) 

Sid-1 

(HM234688) 
GAAGCGATTGGCAGTCTATGAAC TGGAAGCCTATCTCTGCAACTTG 

Dicer-2 

(HQ541163) 
AGGAAATGCAATGTCGTGGTT ACGAGCCCTCCCCCTAGATT 

Argonaute-2 

(HM234690) 
GATGGCATGAAGTCTGCAGTTG TGCGCACGACCATCACTAAG 

Ef1α 

(DQ858921) 
CCACCCTGGCCAGATTCA GCGAACTTGCAGGCAATGT 

β-actina 

(AF300705) 
GACCGAGGCTCCCCTTCAA TCTCGAACATGATCTGTGTCAT 

 

A eficiência de amplificação de todos os primers foi determinada de acordo com 

Pfaffl et al. (2002) e a especificidade das amplificações verificadas a partir da análise 
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das curvas de melting. As reações de RT-qPCR foram feitas em um volume final de 10 

μl contendo 5 μl do Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen®), 0,3 

μl (10 μM) de cada primer, 0,2 μl (50×) do corante de referência Rox, 1 μl (5-20 ng) de 

cDNA e 3,2 μl de água ultra pura (Invitrogen®). As condições de termociclagem 

utilizadas foram 50°C/2 min, 95 °C/2 min, seguido de 40 ciclos de 95°C/15s e 

60°C/30s. As reações de RT-qPCR foram realizadas em duplicatas e somente 

consideradas válidas quando a média dos Cq das réplicas apresentava um desvio de até 

0,3. Os valores de Cq médios obtidos foram normalizados e convertidos para a forma 

linear pelo método 2-ΔCq
 (Livak & Schmittgen, 2001).  

 

2.6. Análise Estatística 

 

Diferenças das curvas de sobrevivência entre os tratamentos foram analisadas 

pelo método Gehan-Breslow Wilcoxon test (Gehan, 1965, Breslow, 1970). Uma análise 

de variância em duas vias (Two-way Analysis of Variance, ANOVA) foi utilizada para a 

análise das diferenças da carga viral e expressão do mRNA entre os tratamentos e o 

grupo controle (solução salina). As análises estatísticas foram realizadas com o software 

GraphPad Prism 3.00 for Windows (GraphPad Software®). 

 

 

3. RESULTADOS 

 

3.1. Percentual de Sobrevivência dos Camarões Desafiados 

 

Os percentuais de sobrevivências dos camarões desafiados estão apresentados na 

figura 2. Todos os camarões injetados com o inóculo IMNV (10-1) morreram até o 8° dia 

pós-injeção (dpi), enquanto os injetados com os inóculos IMNV (10-2) e (10-3) 

morreram até o 11° e 12° dpi, respectivamente. A curva de sobrevivência do grupo 

injetado com o inóculo (10-1) diferiu significativamente (P<0,0001) dos grupos 

injetados com os inóculos IMNV (10-2) e (10-3). Não foi verificada diferença 

significativa entre as curvas referentes aos grupos injetados com os inóculos IMNV (10-

2) e (10-3) (P=0,9460). Nenhuma mortalidade foi observada no grupo controle ao longo 

dos 12 dias de experimento. Opacidade muscular com aspecto leitoso no abdômen distal 

e na cauda foi observada a partir do terceiro dia após a injeção com os inóculos IMNV 
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(10-1), (10-2) e (10-3). Nenhum sinal clínico macroscópico foi encontrado nos camarões 

pertencentes ao grupo controle (solução salina) ao longo de todo o experimento.   

           

 

Figura 2 - Percentual de sobrevivência dos camarões L. vannamei injetados com o 

inóculo IMNV (10-1, 10-2 ou 10-3) ou solução salina (grupo controle) durante o período 

de 12 dias pós-injeção. 

  

3.2. Quantificação da Carga Viral por RT-qPCR 

 

 A curva padrão gerada a partir da série de diluições do plasmídeo pTOPO-IMNV 

apresentou uma forte relação linear [r2=0,9967; y=(-3,169±0,05233)x + (39,61±0,2818)] 

(Figura 3) e foi empregada para a estimativa do número de cópias do IMNV por RT-

qPCR.  
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Figura 3 - Curva padrão do IMNV utilizada para a quantificação da carga viral por RT-

qPCR em camarões L. vannamei injetados com o inóculo IMNV (10-1, 10-2 ou 10-3) ou 

solução salina. 

 

O inóculo do IMNV produzido teve a média do número de cópias virais 

estimado em 1,02 x 108 cópias/100 µl, o que resultou na determinação de 1,02 x 107 

cópias/100 µl, 1,02 x 106 cópias/100 µl e 1,02 x 105 cópias/100 µl para as diluições 10-1, 

10-2 e 10-3 utilizadas neste estudo, respectivamente. A carga viral do IMNV detectada 

dois dias antes da injeção foi bastante homogênea (P>0,05) para todos os camarões 

pertencentes aos quatro grupos estudados, no qual resultou num valor médio de 8,09 x 

103 cópias. No terceiro dia após a injeção intramuscular, apenas o grupo injetado com o 

inóculo IMNV (10-1) apresentou um aumento significante (P<0,001) para o número de 

cópias virais alcançando o valor médio de 3,01 x 105. No 7° dpi houve um aumento do 

número de cópias do IMNV para os grupos injetados com os inóculos IMNV (10-1), (10-

2) e (10-3) (P<0,001), com valores médios de 5,08 x 106, 2,73 x 105 e 6,20 x 104, 

respectivamente. Por outro lado, não foi detectado aumento no número de cópias do 

IMNV nos camarões injetados com a solução salina ao longo de todo o ensaio 

experimental (P>0,05) (Figura 4).  

      

                          

Figura 4 - Número médio de cópias do IMNV no 2° dia pré-injeção e no 3° e 7° dia 

pós-injeção do inóculo IMNV [(10-1), (10-2) ou (10-3)] ou solução salina em camarões L. 

vannamei. As barras verticais representam a média±SD (n = 12). As diferenças 

estatísticas entre os grupos de camarões injetados com o inóculo IMNV [(10-1), (10-2) ou 

(10-3)] e o grupo injetado com solução salina estão representadas com um asterisco (*) 

(P<0,001). 
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3.3. Análise da Expressão dos Genes relacionados ao RNAi 
 

3.3.1. Expressão do gene Sid-1 

 

Os níveis dos transcritos do Sid-1 estavam aumentados em todos os grupos que 

receberam a injeção com os inóculos IMNV [(10-1), (10-2) ou (10-3)]. Contudo, os níveis 

mais elevados dos transcritos foram detectados no 3° dia pós-injeção com o inóculo 

IMNV (10-3), que estavam induzidos cerca de 2,9 vezes (P<0,001), quando comparados 

com os camarões que receberam a injeção com solução salina. No 7° dia pós-injeção 

com o inóculo IMNV (10-3), os níveis dos transcritos estavam aumentados cerca de 2,2 

vezes (P<0,001). Para os camarões injetados com o inóculo IMNV (10-2), a expressão 

do mRNA do Sid-1 estava aumentada cerca de 1,7 vezes (P<0,001) e 2,1 vezes 

(P<0,0001) no 3° e 7° dia pós-injeção, respectivamente. Os camarões injetados com o 

inóculo IMNV (10-1) apresentaram níveis de expressão do mRNA do Sid-1 aumentados 

cerca de 1,6 vezes (P<0,05) no 3° dia pós-injeção e de 1,8 vezes (P<0,001) no 7° dia 

pós-injeção quando comparados a expressão detectada nos camarões do grupo controle. 

Nenhuma diferença significativa foi detectada nos níveis dos transcritos do Sid-1 dos 

camarões pertencentes ao grupo controle ao longo de todo experimento (P>0,05) 

(Figura 5). 

 

Figura 5 - Abundância de transcritos do Sid-1 no 2° dia pré-injeção e no 3° e 7° dia 

pós-injeção com o inóculo IMNV [(10-1), (10-2) ou (10-3)] ou solução salina em 

camarões L. vannamei. As barras verticais representam a média±SD (n = 12). As 

diferenças estatísticas entre os grupos de camarões injetados com o inóculo IMNV [(10-

1), (10-2) ou (10-3)] e o grupo injetado com solução salina estão representadas um 

asterisco (*) (P<0,05). 
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  3.3.2. Expressão do gene Dicer-2 

 

             Os níveis de expressão do mRNA do Dicer-2 detectados nos hemócitos dos 

camarões investigados foram aumentados no 3° e 7° dia pós-injeção com os inóculos 

IMNV (10-1), (10-2) e (10-3) (P<0,001). No 3° e 7° dia pós-injeção com o inóculo IMNV 

(10-1), os níveis dos transcritos do Dicer-2 estavam aumentados cerca de 3,0 e 2,5 vezes, 

respectivamente, quando comparado aos níveis detectados nos camarões constituintes 

do grupo controle (P<0,001). Os camarões injetados com o inóculo IMNV (10-2) 

estavam com os níveis dos transcritos do Dicer-2 aumentados cerca de 2,4 e 2,0 vezes 

no 3° e 7° dia pós-injeção, respectivamente (P<0,001). A injeção com o inóculo IMNV 

(10-3) resultou num aumento da expressão do mRNA do Dicer-2 em cerca de 1,8 vezes 

(P<0,001) e 2,3 vezes (P<0,001) no 3° e 7° dia pós-injeção. Nenhuma diferença 

significativa nos níveis de expressão dos transcritos do Dicer-2 foi detectada nos 

hemócitos dos camarões pertencentes ao grupo controle ao longo do experimento 

(P>0,05) (Figura 6).   

 

 

Figura 6 - Abundância de transcritos do Dicer-2 no 2° dia pré-injeção e no 3° e 7° dia 

pós-injeção com o inóculo IMNV [(10-1), (10-2) ou (10-3)] ou solução salina em 

camarões L. vannamei. As barras verticais representam a média±SD (n = 12). As 

diferenças estatísticas entre os grupos de camarões injetados com o inóculo IMNV [(10-

1), (10-2) ou (10-3)] e o grupo injetado com solução salina estão representada com um 

asterisco (*) (P <0,001). 
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3.3.3. Expressão do gene Argonauta-2 
 

 Para os camarões injetados com o inóculo IMNV (10-1), os transcritos do 

Argonauta-2 estavam aumentados cerca de 2,7 vezes (P<0,001) e 3,3 vezes (P<0,001) 

no 3° e 7° dia pós-injeção, respectivamente. O camarões injetados com o inóculo IMNV 

(10-2) se mantiveram com níveis de expressão do mRNA do Argonauta-2 em cerca de 3 

vezes (P<0,001) mais elevados do que os camarões pertencentes ao grupo controle para 

o 3° e 7° dia pós-injeção. O nível mais elevado para a expressão dos transcritos do 

Argonauta-2 foi detectado no 3° dia pós-injeção com o inóculo IMNV (10-3), onde foi 

verificada uma indução de cerca de 5,1 vezes (P<0,001). No sétimo dia pós-injeção com 

o inóculo IMNV (10-3) a expressão do mRNA do Argonauta-2 estava cerca de 3,0 vezes 

(P<0,001) mais elevada do que os camarões pertencentes ao grupo controle. Não foi 

detectado nenhum aumento significativo dos níveis dos transcritos do Argonauta-2 nos 

camarões pertencentes ao grupo controle ao longo do experimento (P>0,05) (Figura 7).  

 

Figura 7 - Abundância de transcritos do Argonauta-2 no 2° dia pré-injeção e no 3° e 7° 

dia pós-injeção com o inóculo IMNV [(10-1), (10-2) ou (10-3)] ou solução salina em 

camarões L. vannamei. As barras verticais representam a média±SD (n = 12). As 

diferenças estatísticas entre os grupos de camarões injetados com o inóculo IMNV [(10-

1), (10-2) ou (10-3)] e o grupo injetado com solução salina estão representadas com um 

asterisco (*) (P <0,001). 

 

 

  



58 
 

  4. DISCUSSÃO 

 

Neste estudo, foram utilizadas diferentes concentrações do inóculo do IMNV a 

fim de investigar o padrão de expressão dos genes Sid-1, Dicer-2 e Argonauta-2 em 

camarões L. vannamei infectados experimentalmente. Em virtude da inexistência de 

linhagens celulares estáveis para o estudo in vitro de camarões, a utilização de inóculos 

virais em bioensaios in vivo ainda permanece como uma importante ferramenta para a 

investigação da susceptibilidade e das respostas moleculares às infecções virais.  

O alto nível de expressão dos transcritos do Sid-1 detectados no 3° e 7° dia pós-

injeção com diferentes concentrações dos inóculos do IMNV sugere a detecção e 

internalização celular de moléculas de dsRNA produzidas durante o curso da infecção 

pelo IMNV. Labreuche et al. (2010) comprovaram o papel da SID-1 como um canal de 

captação de dsRNA em camarões a partir da injeção de longas moléculas de dsRNA na 

cavidade corporal e da consequente detecção do aumento dos níveis do mRNA do Sid-1, 

demonstrando que moléculas de dsRNA induzem a ativação transcricional deste gene. 

Moléculas de dsRNA não são normalmente liberadas por células não infectadas. 

Entretanto, após uma infecção viral, dsRNAs específicas são produzidas durante o 

processo de replicação do vírus e, após a morte ou lise celular, liberadas para o meio 

extracelular. As moléculas de dsRNA podem ainda serem absorvidas e processadas via 

RNAi por células não infectadas como um medida de proteção contra uma infecção 

subsequente (Saleh et al. 2009). Consequentemente, no grupo de camarões injetados 

com solução salina (grupo controle), a manutenção de baixos níveis de expressão do 

mRNA do Sid-1 detectados ao longo do experimento pode significar a ausência ou baixa 

taxa de replicação do IMNV nestes camarões. A veracidade desta hipótese pode ser 

reforçada pela observação da manutenção da carga viral em torno de 2,55 x 103 cópias 

do IMNV nestes camarões ao longo dos 9 dias de observação experimental (Figura 3). 

 A carga viral em tecidos de camarões infectados representa um dos fatores mais 

importantes na progressão e transmissão de doenças. Atualmente, alguns estudos 

utilizando o método quantitativo de PCR em Tempo Real têm demonstrado um 

requerimento mínimo do número de cópias virais para o desencadeamento do surto de 

uma doença. Nestes estudos, os autores ressaltam ainda que o conhecimento da carga 

viral em diferentes estágios da infecção tem permitido a tomada de medidas eficazes em 

tanques comerciais de cultivo, a exemplo de surtos causados pelo WSSV (Dhar et al. 

2001, Durand & Lightner, 2002, Durand et al. 2003). Neste sentido, nossos resultados 
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sugerem que o número médio de 2,55 x 103 cópias do IMNV detectados em tecido 

hemocítico pode ser considerado seguro para os sistemas de cultivos de L. vannamei 

infectados com o IMNV quando submetidos a condições ótimas de cultivo, de modo a 

permitir a sobrevivência dos camarões e o sucesso dos ciclos de produção. Em 

adicional, a utilização dos níveis dos transcritos do Sid-1 como marcador molecular da 

replicação viral poderá vir a constituir-se em mais um parâmetro imunológico a ser 

empregado para a avaliação do status sanitário no cultivo do L. vannamei. 

 A indução do gene Dicer-2 detectada no 3° e 7° dia pós-injeção em todas as 

concentrações do inóculo testadas sugere o requerimento da enzima DICER-2 para o 

corte de longas moléculas de dsRNA virais em pequenos RNAs de cadeia dupla (Virus-

derived small interfering RNAs, vsiRNAs). Além do papel na ativação do RNAi, a 

indução do Dicer-2 por dsRNA pode também estar envolvida com a ativação de um 

resposta imune antiviral inespecífica, (Kim et al. 2005, Labreuche et al. 2010). 

Consequentemente, os altos níveis de expressão do Argonauta-2 no 3° e 7° dia pós-

injeção em todas as concentrações do inóculo testadas indica o requerimento da enzima 

ARGONAUTA-2 pela presença de vsiRNAs oriundos do processamento de longas 

moléculas de dsRNA virais pela DICER-2 no citoplasma. Contudo, apesar do processo 

de transcrição do Sid-1, Dicer-2 e Argonauta-2 terem se mostrado ativados frente à 

infecção pelo IMNV, nenhum efeito do silenciamento viral foi verificado nestes 

camarões (Figura 3).  

A ineficácia natural do mecanismo de RNAi frente a uma infecção viral tem sido 

claramente atribuída a ocorrência de supressores do RNAi, onde as viroses tem evoluído 

para o desenvolvimento de uma ampla gama de mecanismos utilizados contra a defesa 

imune antiviral do hospedeiro, o que denota mais um exemplo da contínua corrida 

armamentista evolucionária entre patógenos e hospedeiros (Li et al. 2002, Imler & 

Hoffmann, 2012). Várias proteínas codificadas por genes virais têm sido associadas a 

essa resposta anti-RNAi, podendo atuar tanto a nível pós-transcricional, pela ligação 

direta a proteínas componentes do RNAi,  como a nível transcricional, pela regulação da 

expressão gênica do hospedeiro (Dong et al. 2003, Voinnet, 2005, Trinks et al. 2005). 

Estes supressores virais do silenciamento do RNA (Viral suppressors of RNA silencing - 

VSRs) têm sido detectados em quase todos os genomas virais. Entretanto, essas 

proteínas possuem uma ampla diversidade estrutural sem quaisquer similaridades entre 

as sequências, o que tem dificultado sensivelmente a sua identificação. Essa diversidade 

entre os VSRs indicam que essas proteínas provavelmente evoluíram 
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independentemente em diferentes grupos de vírus, o que pode ter resultado em distintos 

modos de atuação no bloqueio do mecanismo de RNAi do hospedeiro (Burgyán, 2008). 

  Os conjunto de resultados aqui apresentados demonstra claramente que a 

transcrição dos principais genes chaves do mecanismo de RNAi do L.vannamei não foi 

afetada pela infecção causada pelo IMNV quando da injeção de diferentes 

concentrações do inóculo viral, sendo bastante provável, que a estratégia de supressão 

utilizada pelo IMNV seja realizada a nível pós-transcricional. Loy et al. (2013) 

demonstraram que a injeção de dsRNA sintéticas homólogas a uma região do ORF1 do 

IMNV que codifica para uma proteína que contêm um domínio de ligação a dsRNA 

(dsRNA-binding motifs, dsRBM) foi bem mais eficaz na inibição da replicação do 

IMNV quando comparada a dsRNA homóloga a outras regiões do genoma do vírus. Os 

autores sugeriram ainda que essa proteína denominada como “Proteína 1” poderia estar 

envolvida com a supressão do maquinário RNAi do hospedeiro.  

Várias questões acerca do mecanismo de RNAi em camarões ainda permanecem 

sem respostas. Em primeiro lugar, pouco se conhece sobre o modo de regulação dos 

genes componentes do RNAi, especialmente no tocante a participação de fatores de 

transcrição responsivos a infecções virais, bem como da existência e modo de ação de 

outros participantes deste mecanismo antiviral. Por outro lado, ainda é bastante 

discutido o envolvimento dos componentes da resposta antiviral específica (RNAi) na 

ativação de uma resposta antiviral inespecífica em camarões L. vannamei.  Em 

adicional, a identificação de proteínas supressoras do silenciamento do RNAi (VSRs) 

em camarões se torna vital, especialmente porque várias destas proteínas são 

frequentemente associadas à patogenicidade da infecção viral, de modo a incrementar 

conhecimentos à relação ainda pouco explorada “patógeno-hospedeiro”. 
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CAPÍTULO III - CARACTERIZAÇÃO TEMPORAL DA INIBIÇÃO DA 

REPLICAÇÃO DO VÍRUS DA MIONECROSE INFECCIOSA (IMNV) PELA 

INDUÇÃO DO MECANISMO DE RNA DE INTERFERÊNCIA DO CAMARÃO 

Litopenaeus vannamei 

 

Os resultados deste capítulo foram submetidos ao periódico Diseases of Aquatic 

Organisms 

                                                                                                                           

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 
 O IMNV possui um genoma composto de uma única molécula de dsRNA com 

7.560 pb e provavelmente possui um capsídeo com quatro polipeptídios de peso 

molecular 24, 42, 106 e 149 kDa. O sequenciamento do genoma viral indicou a 

presença de dois ORF’s (open reading frame). O ORF da extremidade 5’ (ORF 1, nt 

136-4.953) codifica para as proteínas do capsídeo e de ligação a dsRNA (RNA-binding 

protein), enquanto que o ORF da extremidade 3’ (ORF 2, nt 5.241-7.451) contém genes 

para a codificação da RNA polimerase RNA-dependente (RdRp) (Poulos et al., 2006). 

De acordo com Nibert (2007), o genoma do IMNV ainda inclui duas sequências ‘2A-

like motifs’ que, provavelmente, estão envolvidas na clivagem de um grupo poliprotéico 

na região N terminal do ORF 1 do vírus.   

A incidência de doenças infecciosas, especialmente as de etiologia viral, ainda 

tem implicado em significativas perdas econômicas ao setor aquícola no mundo, sendo 

considerada como o mais importante desafio enfrentado pela indústria do camarão. Em 

L. vannamei, o mecanismo de RNAi foi atribuído ao seu sistema imune antiviral 

específico e a sua indução por moléculas de dsRNA sintética sequência-específicas tem 

sido amplamente cogitada como uma ferramenta biotecnológica a ser empregada no 

combate e controle de enfermidades virais em camarões cultivados. Várias pesquisas 

tem comprovado a efetividade e potência do RNAi na supressão da expressão de genes 

virais tanto para a profilaxia como para a terapia de viroses em L. vannamei, a exemplo 

de trabalhos relacionados ao WSSV (Robalino et al. 2005, Guertler et al. 2013), TSV 

(Ongvarrasopone et al. 2011), YHV (Yodmuang et al. 2006, Tirasophon et al. 2005; 

Tirasophon et al. 2007) e mais recentemente ao IMNV (Loy et al. 2013). Contudo, 

apesar do seu rápido desenvolvimento, a tecnologia do RNAi ainda necessita ser 
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refinada antes que qualquer aplicação clínica seja realizada em sistemas de cultivo de 

camarões. Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo realizar uma 

caracterização temporal da inibição por RNAi da replicação do IMNV a partir da análise 

da carga viral e da expressão de genes relacionados ao RNAi por RT-qPCR ao longo de 

34 dias de desafio com camarões L.vannamei infectados experimentalmente com 1,02 x 

106 cópias do IMNV.  

 
 
2. MATERIAL E MÉTODOS  

2.1. Produção de longas moléculas de dsRNA  

 

Moléculas de dsRNA com homologia para distintas regiões do genoma do 

IMNV (ORF1a, nt 197-789; ORF1b, nt 4239-4839 e ORF2, nt 5939-6536; N° de acesso 

no GenBank: AY570982) (Figura 8) e para uma região que codifica para uma 

imunoglobulina do peixe Danio rerio (IGSF4D, nt 4568-5246; N° de acesso no 

GenBank: AL954312) foram sintetizadas a partir de fragmentos de PCR amplificados 

por primers contendo a sequência do promotor do bacteriófago T7 na extremidade 5’ 

(Tabela 4). As moléculas de dsRNA-IGSF4D foram utilizadas nesta pesquisa como 

dsRNA não relacionado. 

 

Figura 8 - Diagrama esquemático do genoma do IMNV (Adaptado de Nibert, 2007) 

indicando as regiões de homologia das moléculas de dsRNA IMNV (ORF1a), dsRNA 

IMNV (ORF1b) e dsRNA ORF2 utilizadas para o tratamento dos camarões L. vannamei 

infectados experimentalmente. 
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Tabela 4 - Sequências de primers utilizados para a amplificação dos produtos de PCR 

utilizados na síntese das moléculas de dsRNA IMNV (ORF1a), dsRNA IMNV 

(ORF1b), dsRNA IMNV (ORF2) e dsRNA-IGSF4D. 

 

Gene (ID) Primer Forward (5’- 3’) Primer Reverse (5’- 3’) “Amplicon” 

IMNV 
(ORF1a) 

*TAATACGACTCACTATAGGGCCG 

GAGCTGACCACATTCCAAGC 

TAATACGACTCACTATAGGGA 

GGGCCTGCTGTTGTGGTACCA 
593 pb 

IMNV 
(ORF1b) 

TAATACGACTCACTATAGGGGCC 

ATGGCCAATGCCAGAAGGAA 

TAATACGACTCACTACTATAGGT 

GCCACATATTGCTGGGAACGGG 
600 pb 

IMNV 
(ORF2) 

TAATACGACTGACTATAGGCTGA 

GTGACGCTTTGACGAAAAACCA 

TAATACCGATCACTATAGGGTGT 

CCAACCGCGTACTCCTGTC 
598 pb 

Danio rerio 
(IGSF4D) 

TAATACGACTGACTATAGGGGTT

TGTCTGTCCCTCGTGGT 

TAATACCGATCACTATAGGGAGG

TGCAGGTTTTCCTTTT 
678 pb 

             *Sequência do Promotor T7 (negrito e itálico). 

 

Os produtos de PCR foram então concentrados por precipitação em álcool 

absoluto (Merck®) (1V) e acetato de sódio 3M (0,1V) e purificados com o Wizard® SV 

Gel and PCR Clean-Up System (Promega®), conforme recomendações do fabricante. A 

transcrição in vitro das moléculas de dsRNA foi realizada com o T7 RiboMAX™ 

Express Large Scale RNA Production System (Promega®), de acordo com as seguintes 

etapas de incubação: 42°C/4 h; 70°C/10 min; seguida de uma redução gradual da 

temperatura (0,5°C/20s) até atingir 20°C. Posteriormente, as moléculas de dsRNA 

foram tratadas com DNAse I (para a remoção de dsDNA e ssDNA) e com RNAse A 

(para a remoção de ssRNA, na presença de 0,5 M de NaCl) por incubação a 37°C por 30 

min. Proteínas, nucleotídeos livres e resíduos de ácidos nucléicos degradados ainda 

presentes na reação de transcrição foram removidas com o Wizard® SV Minicolumns 

(Promega®) utilizando tiocianato de guanidina 4M (0,01M Tris-HCl, pH 7,5) como 

solução denaturante. Após a purificação, as moléculas de dsRNA foram eluídas em 100 

µl de TE salino (10 mM Tris-HCl, 1mM EDTA, 10 mM NaCl, pH 7) e acondicionadas a 

-80°C até a sua utilização. 

 

2.2. Tratamento dos Camarões com dsRNAs  

 

Trezentos e sessenta camarões juvenis de L. vannamei com 8 g (±1) foram 

coletados de um tanque de cultivo localizado no município de Eusébio (Ceará). Os 
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camarões foram transportados para o Centro de Estudos e Diagnóstico de Enfermidade 

de Organismos Aquáticos (CEDECAM), onde foram aclimatados durante 30 dias em 6 

tanques de 500 l com renovação contínua de água (100% ao dia). Os parâmetros físico-

químicos da água foram mantidos em salinidade 30, 28°C, pH 7,2, OD 5,5 mg/l e 

condições naturais de fotoperíodo para a região nordeste do Brasil (12h de luz e 12h de 

escuro). Após a aclimatação, todos os camarões foram previamente diagnosticados 

qualitativamente por PCR em Tempo Real (SYBR Green) como portadores 

assintomáticos do IMNV. Porém, nenhuma reação positiva para o WSSV ou IHHNV foi 

detectada para os camarões investigados (dados não demonstrados). Os animais foram 

pesados e distribuídos individualmente em tanques plásticos de 5,5 l contendo aeração 

constante e renovação da água de 50% ao dia. Para o experimento de desafio, os 

camarões foram divididos em cinco grupos (72 camarões/grupo) e diagnosticados por 

RT-qPCR para a determinação da carga viral inicial do IMNV de cada camarão. Os 

grupos foram tratados de acordo com a seguinte descrição: I) Injeção intramuscular de 

dsRNA IMNV (ORF1a) (2µg/g de peso corporal); II) Injeção intramuscular de dsRNA 

IMNV (ORF1b) (2µg/g de peso corporal); III) Injeção intramuscular de dsRNA IMNV 

(ORF2) (2µg/g de peso corporal); IV) Injeção intramuscular de dsRNA-IGSF4D (2µg/g 

de peso corporal); e V) Injeção intramuscular de solução salina (NaCl 330 mM, Tris 10 

mM, pH 7,4). Dois dias após a injeção das moléculas de dsRNA ou solução salina, 

todos os camarões foram injetados com um volume de 100 µl de inóculo viral contendo 

aproximadamente 1,02 x 106 cópias do IMNV (ver cap. II).  

Ao longo do experimento, amostras de hemolinfa (~150 µl) foram coletadas 

individualmente de 12 camarões/grupo randomicamente selecionados nos dias 0, 1, 3, 5, 

8, 11, 15, 21 e 25 dias após a injeção do inóculo viral. Após a coleta da hemolinfa, os 

camarões foram devolvidos aos seus respectivos tanques e não participaram da coleta 

subsequente. Para a análise histopatológica, foram amostrados 5 camarões/grupo no 11° 

e 21° dia após a injeção do inóculo viral. Os camarões foram observados duas vezes ao 

dia para o registro da mortalidade e aparecimento de sinais clínicos macroscópicos 

característicos da IMN. Durante os 34 dias de experimento, os camarões foram 

alimentados 2 vezes ao dia com uma ração comercial contento 35% de PB em uma 

quantidade equivalente a 3,5% do peso corporal. 

  

2.3. Extração do RNA e Síntese do cDNA 
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Os hemócitos de cada camarão coletado foram isolados do plasma por 

centrifugação a 1.200 g/10 min/4°C e o RNA total extraído com o reagente Trizol 

(Invitrogen®), de acordo com as instruções do fabricante. O RNA total extraído foi 

tratado com DNAse I por incubação a 37°C por 30 min e teve sua concentração 

determinada por quantificação fluorimétrica usando o kit Qubit™quantification assay 

(Invitrogen®) para RNA. Após a quantificação, cada RNA foi padronizado para 100 

ng/μl para a constituição de 4 polls de 3 camarões por tempo de coleta. Antes da síntese 

do cDNA, cada poll de RNA foi aquecido a 100°C por 5 minutos para desnaturar a 

dsRNA e, posteriormente, resfriado em gelo. O cDNA foi sintetizado com o High 

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies®) em um volume de 20 μl 

de reação final contendo 2 µl de RT Buffer (10×), 0,8 µl de dNTPs mix (25×), 2 µl de RT 

random primers (10×), 1 µl de MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U) e 1μg de 

RNA total. As amostras foram incubadas em termociclador a 25°C/10 min, seguidos de 

37°C/120 min e 85°C/5 min. O cDNA foi armazenado a -20°C até a sua utilização para 

as análises de quantificação viral e de expressão gênica por PCR em Tempo Real.  

 

2.4. Quantificação Absoluta do IMNV por RT-qPCR  

 

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

sonda de hidrólise descritos por Andrade et al. (2007). As reações de RT-qPCR foram 

realizadas em 10 µl de volume final e contiveram 5 μl de Platinum Quantitative PCR 

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

GGACCTATCATACATAGCGTTTGCA-3′) e IMNV545R (5′-

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

(IMNVp1) (5′-6FAM CCACCTTTACTTTCAATACTACATCATCCCCGG TAMRA-

3′), 0,2 μl (50×) do corante de referência Rox, 1 μl (10-25 ng) de cDNA e 3,05 μl de 

água ultrapura (Invitrogen®). Um controle negativo (contendo todos os reagentes, 

exceto o cDNA alvo) e uma série de diluições do controle positivo pTOPO-IMNV.1 

equivalente a 108, 107, 106, 105, 104, 103 e 102 cópias do IMNV foram adicionados a 

cada corrida da RT-qPCR. O controle positivo pTOPO-IMNV.1 consistiu de uma 

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

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

 Para a quantificação do número de cópias do IMNV foi empregada a plataforma 

7500 Real-time PCR system (Applied Biosystems®). As condições de ciclagem foram as 
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seguintes: incubação a 50°C por 2 min, seguido da ativação da Platinum®Taq DNA 

polymerase a 95°C por 2 min, e 40 ciclos de 15s a 95°C e 30s a 60°C. Os dados foram 

coletados durante a etapa de extensão final (60°C). O número de cópias virais de cada 

amostra foi determinado de acordo com o software SDS 1.3.1 (Applied Biosystems®). 

Todas as amostras foram testadas em duplicata e somente consideradas positivas quando 

da amplificação válida de ambas as réplicas. 

 

2.5. Análise da Expressão Gênica 

 

As amplificações dos transcritos dos genes Sid-1, Dicer-2, Argonauta-2, β-actina 

e Ef1α foram realizadas com o reagente Platinum SYBR® Green qPCR SuperMix - UDG 

(Invitrogen®) utilizando a plataforma ABI 7500 Real Time Systems (Applied 

Biosystems®). A expressão dos genes da β-actina e Ef1α foram validadas através do 

software DataAssist v3.0 (Applied Biosystems) e empregadas como normalizadoras da 

expressão dos genes alvo. Os primers utilizados para a análise da expressão dos genes 

investigados estão descritos na tabela 5.  

 

Tabela 5 - Sequências de primers utilizados para a análise da expressão dos genes Sid-1, 

Dicer-2 e Argonauta-2 por RT-qPCR em camarões L. vannamei infectados 

experimentalmente com o IMNV. 

 

Gene (ID) Primer Forward (5’-3’) Primer Reverse (5’-3’) 

Sid-1 

(HM234688) 
GAAGCGATTGGCAGTCTATGAAC TGGAAGCCTATCTCTGCAACTTG 

Dicer-2 

(HQ541163) 
AGGAAATGCAATGTCGTGGTT ACGAGCCCTCCCCCTAGATT 

Argonaute-2 

(HM234690) 
GATGGCATGAAGTCTGCAGTTG TGCGCACGACCATCACTAAG 

Ef1α 

(DQ858921) 
CCACCCTGGCCAGATTCA GCGAACTTGCAGGCAATGT 

β-actina 

(AF300705) 
GACCGAGGCTCCCCTTCAA TCTCGAACATGATCTGTGTCAT 

 

A eficiência de amplificação de todos os primers foi determinada de acordo com 

Pfaffl et al. (2002) e a especificidade das amplificações verificadas a partir da análise 

das curvas de melting. As reações de RT-qPCR foram feitas em um volume final de 10 
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μl contendo 5 μl do Platinum SYBR Green® qPCR SuperMix-UDG, 0,3 μl (10μM) de 

cada primer, 0,2 μl (50×) do corante de referência Rox, 1 μl (5-20 ng) de cDNA e 3,2 μl 

de água ultra pura (Invitrogen®). As condições de termociclagem utilizadas foram 

50°C/2 min, 95°C/2 min, seguidos de 40 ciclos de 95°C/15s e 60°C/30s. As reações de 

RT-qPCR foram corridas em duplicatas e somente consideradas válidas quando a média 

do Cq das réplicas apresentavam um desvio de até 0,3. Os valores de Cq médios obtidos 

foram normalizados e convertidos para a forma linear pelo método 2-ΔCq
 (Livak & 

Schmittgen, 2001). 

 

2.6. Análises Histopatológicas 

 

 Os camarões amostrados de cada grupo foram injetados com solução de 

Davidson's AFA (11,5% de ácido acético, 22% de formalina e 33% de etanol) e imersos 

na mesma solução por 48 horas. Cortes histológicos transversais e longitudinais de 4 μm 

foram obtidos e submetidos a coloração com hematoxilina–eosina (Bell & Lightner, 

1988). Alterações histopatológicas característica da IMN foram investigadas conforme 

descrito por Lightner (2011). 

 

2.7. Análise Estatística 

 

Um teste de Log-Rank baseado na estimativa da curva de sobrevivência Kaplan-

Meier foi utilizado para verificar diferenças nos níveis de sobrevivência entre os grupos 

de camarões desafiados. Para a análise das diferenças do número de cópias do IMNV e 

da expressão do mRNA dos genes relacionados ao RNAi foi empregada uma análise de 

variância de uma via (One-way Analysis of Variance, ANOVA) com comparações 

pareadas com o Tempo 0 de cada grupo. Os testes estatísticos foram realizados com o 

software GraphPad Prism 3.00 for Windows (GraphPad Software, USA). 

 

 

3. RESULTADOS 

3.1. Índices de Sobrevivências dos Camarões Desafiados com o IMNV 

 

 Os resultados do experimento de exposição dos camarões ao IMNV estão 

demonstrados na figura 9. Dentre as moléculas de dsRNA com homologia para o IMNV, 
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as dsRNA-IMNV (ORF1a) e dsRNA-IMNV (ORF1b) se mostraram efetivas na inibição 

da mortalidade decorrente da infecção causada pelo IMNV ao longo dos 34 dias de 

observação. Nenhuma diferença estatística foi verificada entre as curvas dos grupos 

dsRNA-IMNV (ORF1a) e dsRNA-IMNV (ORF1b) que resultaram em índices de 

sobrevivências de 90% e 80%, respectivamente (P>0,05). Por outro lado, todos os 

camarões injetados com as moléculas de dsRNA-IMNV (ORF2), dsRNA-IGSF4D ou 

solução salina morreram até o 17°, 19° e 20° dia pós injeção do inóculo viral, 

respectivamente. Nenhuma diferença estatística foi verificada entre as curvas de 

sobrevivência dos grupos injetados com as dsRNA-IGSF4D, dsRNA-IMNV (ORF2) e 

solução salina (P>0,05).  

 

Figura 9 - Percentual de sobrevivência dos grupos de camarões L. vannamei injetados 

intramuscularmente com moléculas de dsRNA-IMNV (ORF1a), dsRNA-IMNV 

(ORF1b), dsRNA-IMNV (ORF2), dsRNA-IGSF4D ou solução salina ao longo de 30 

dias após a injeção de 1,02 x 106 cópias do IMNV. 

 

3.2. Histopatologia 

 

Nenhuma alteração histopatológica foi encontrada nos camarões que receberam 

o tratamento com as dsRNA-IMNV (ORF1a) (Figura 10A). Infiltrações hemocíticas 

foram detectados no músculo dos camarões tratados com as dsRNA-IMNV (ORF1b) 

apenas para a coleta do 21° dpi (Figura 10B). Nos camarões injetados com as dsRNA-

IMNV (ORF2), dsRNA-IGSF4D ou solução salina foram detectadas alterações 

características da IMN no 15° e 21° dpi, que incluíram infiltrações hemocíticas, 

necroses de coagulação, necrose de liquefação, e hipertrofia do órgão linfóide com a 

presença de esferóides. (Figura 10C, D, E e F).    
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Figura 10 - Fotomicrografia de cortes histológicos corados com H&E referentes a 

camarões injetados com as dsRNA IMNV-ORF1a (A); dsRNA IMNV-ORF1b (B); e 

dsRNA IMNV-ORF2, dsRNA-IGSF4D ou solução salina (C, D, E e F): A) Tecido 

muscular normal; B) Infiltração hemocítica focal no tecido muscular; C) Necrose 

muscular de coagulação acompanhada de infiltração hemocítica; D) Necroses de 

coagulação e de liquefação com substituição do tecido muscular por tecido fibroso; E) 

Necrose muscular de liquefação; e F) Esferóides do órgão linfóide. Barra de escala: 100 

μm. 
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3.3. Quantificação do genoma do IMNV por RT-qPCR  

 

A curva padrão de quantificação do IMNV por RT-qPCR construída a partir de 

uma série de diluições do plasmídeo pTOPO-IMNV.1 apresentou um uma forte relação 

linear (Figura 11).  

 

 

Figura 11 - Curva padrão utilizada na determinação do número médio de cópias do 

IMNV por RT-qPCR em camarões L. vannamei injetados intramuscularmente com 

moléculas de dsRNA-IMNV (ORF1a), dsRNA-IMNV (ORF1b), dsRNA-IMNV 

(ORF2), dsRNA-IGSF4D ou solução salina ao longo de 30 dias após a injeção de 1,02 x 

106 cópias do IMNV. 

 

Nenhuma diferença foi verificada entre o número de cópias do IMNV detectado 

nos grupos de camarões 2 dias antes da injeção das dsRNA-IMNV (ORF1a), dsRNA-

IMNV (ORF1b), dsRNA-IMNV (ORF2), dsRNA-IGSF4D e solução salina (p>0,05) 

(Figura 12), que apresentaram um número médio inicial de 1,41 x 104 cópias do 

IMNV/µg de RNA. Após 2 dias da injeção das moléculas de dsRNA ou solução salina, 

um aumento do número de cópias do IMNV foi detectado apenas para os grupos 

injetados com moléculas de dsRNA, sendo estatisticamente significante para os 

injetados com as dsRNA-IMNV (ORF1a) (p<0,0001) e dsRNA-IMNV (ORF1b) 

(p<0,001), os quais alcançaram quantidades médias de 2,36 x 106 e 3,17 x 105 cópias do 

IMNV/µg de RNA, respectivamente (Figura 12A, B, C e D). Contudo, no 1° dia pós-
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injeção do inóculo do IMNV verificou-se uma redução do número de cópias do IMNV 

nos grupos que foram injetados com as dsRNA (Figura 12A, B, C e D), o que não foi 

verificado para o grupo injetado com a solução salina que permaneceu com o número 

médio de 3,81 x 103 até esse momento (Figura 12E).  

A partir do 1° dia pós-injeção do inóculo do IMNV, houve uma evolução da 

replicação viral no grupo de camarões injetados com a solução salina chegando ao 

número médio de 3,01 x 107 cópias do IMNV/µg de RNA no 15° dpi. (Figura 12E). O 

tratamento com as moléculas de dsRNA-IMNV (ORF1a) se mostrou efetivo na inibição 

da replicação viral, não havendo diferença estatística entre o número de cópias virais 

inicial (Tempo 0) e final (25° dpi) com 3,73 x 104 e 1,12 x 104 cópias do IMNV/µg de 

RNA, respectivamente (Figura 12A). De forma similar, a injeção com as dsRNA-IMNV 

(ORF1b) também foi efetiva na inibição da replicação do IMNV pelo menos até o 15° 

dpi., quando houve um aumento significativo da carga viral para 2,20 x 105 e 7,09 x 105 

cópias do IMNV/µg de RNA no 21° e 25° dpi, respectivamente, quando comparados ao 

“Tempo 0” do grupo (p<0,0001) (Figura 12B). Interessantemente, um padrão similar da 

evolução da replicação do IMNV ao longo do experimento foi verificado entre os 

grupos de camarões injetados com as dsRNA-IMNV (ORF2) e dsRNA-IGSF4D 

(dsRNA não relacionada). Para ambos os grupos, foi verificado um aumento 

significativo da carga viral (p<0,0001) a partir do 8° dpi, onde foi detectado o número 

médio de 6,11 x 106 cópias do IMNV/µg de RNA para o grupo injetado com as dsRNA-

IMNV (ORF2) e de 1,23 x 107 cópias do IMNV/µg de RNA para o grupo de camarões 

injetados com as dsRNA-IGSF4D no 11° dpi. (Figura 12C e D). 
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Figura 12 - Número médio de cópias do IMNV em hemócitos de camarões L. vannamei 

injetados intramuscularmente com: A) dsRNA-IMNV (ORF1a); B) dsRNA-IMNV 

(ORF1b); C) dsRNA-IMNV (ORF2); D) dsRNA-IGSF4D (dsRNA não relacionado); e 

E) solução salina, ao longo de 34 dias de ensaio experimental. As barras verticais 

representam a média±SEM (n = 12). As diferenças estatísticas em relação ao “Tempo 0” 

de cada grupo estão representadas com dois asteriscos (**) (P<0,001) ou três asteriscos 

(***) (P <0,0001). 
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3.4. Análise da Expressão de Genes relacionados ao RNAi 
 
 

3.4.1. Expressão do gene Sid-1 
 
 
Os hemócitos dos grupos de camarões injetados com as moléculas de dsRNA-

IMNV (ORF1a), dsRNA-IMNV (ORF1b), dsRNA-IMNV (ORF2) e dsRNA-IGSF4D 

estavam com os níveis de expressão do gene Sid-1 aumentados cerca de 2,1, 1,9, 1,6 e 

2,1 vezes (p<0,001) logo após o 2° dia da injeção com as dsRNA quando comparados 

com o “Tempo 0” de cada grupo (Figura 13A, B, C e D). Nenhuma alteração nos níveis 

dos transcritos do Sid-1 foi detectada no grupo de camarões injetados com a solução 

salina após o segundo dia da injeção (Figura 13E). No 1° dia após a injeção com o 

inóculo do IMNV foi verificada uma indução dos níveis do Sid-1 em todos os grupos 

investigados (Figura 13A, B, C, D e E). Após esse período, os níveis dos transcritos do 

Sid-1 nos grupos de camarões injetados com as dsRNA-IMNV (ORF1a) e dsRNA-

IMNV (ORF1b) voltaram à expressão basal (Tempo 0) e, interessantemente, voltaram a 

estar aumentados em cerca de 3,5 e 6,3 vezes no 8° dpi (p<0,0001). No 11° dpi, para o 

grupo dsRNA-IMNV (ORF1a), ainda foi detectada uma indução dos níveis do Sid-1 em 

cerca de 1,7 vezes (p<0,0001). Para o grupo dsRNA-IMNV (ORF1b), a indução 

perdurou até o 25° dpi, onde foi detectado níveis de cerca de 1,5 vezes maiores (p<0,05) 

quando comparados com o “Tempo 0” do grupo (Figura 13A e B). A partir do 1° dpi, os 

níveis dos transcritos do Sid-1 se mantiveram aumentados em todos os dias investigados 

para grupos injetados com dsRNA-IMNV (ORF2), dsRNA-IGSF4D e solução salina 

(p<0,0001) (Figura 13C, D e E). Porém, os maiores níveis foram detectados no grupo de 

camarões injetados com a solução salina, onde foram detectados níveis de até 3,5 vezes 

maiores (p<0,0001) no 15°dpi, quando comparado com o “Tempo 0” do grupo (Figura 

13E). 
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Figura 13 - Abundância dos transcritos do Sid-1 em hemócitos de camarões L. 

vannamei injetados intramuscularmente com: A) dsRNA-IMNV (ORF1a); B) dsRNA-

IMNV (ORF1b); C) dsRNA-IMNV (ORF2); D) dsRNA-IGSF4D (dsRNA não 

relacionado); e E) Solução salina, ao longo de 34 dias de ensaio experimental. As barras 

verticais representam a expressão média normalizada (±SEM) (n = 12). As diferenças 

estatísticas em relação ao “Tempo 0” de cada grupo estão representadas com um 

asterisco (*) (P<0,05), dois asteriscos (**) (P<0,001) ou três asteriscos (***) (P 

<0,0001). 
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        3.4.2. Expressão do gene Dicer-2 
 

 
 Nenhuma diferença significativa foi detectada nos níveis de transcritos do Dicer-

2 nos hemócitos dos camarões logo após 2 dias da injeção das moléculas de dsRNA-

IMNV (ORF1a), dsRNA-IMNV (ORF1b), dsRNA-IMNV (ORF2), dsRNA-IGSF4D ou 

solução salina (Figura 14A, B, C, D e E). Curiosamente, os grupos de camarões 

injetados com as dsRNA-IMNV (ORF1a) e dsRNA-IMNV (ORF1b) mostraram um 

padrão bastante similar de expressão do Dicer-2 ao longo do tempo (Figura 14A e B). 

Para o grupo de camarões injetados com as dsRNA-IMNV (ORF1a), houve uma 

redução dos níveis dos transcritos do Dicer-2 em cerca de 15%, 40% e 15% (p<0,0001) 

no 5°, 8° e 11° dpi, respectivamente, quando comparados com o “Tempo 0” do grupo. 

Uma diminuição em cerca de 26% da expressão do Dicer-2 (p<0,0001) também foi 

detectada no 8° dpi do grupo injetado com as dsRNA-IMNV (ORF1b) (Figura 14B). 

Apenas no grupo de camarões injetados com solução salina foi verificada uma indução 

em todos os dias pós-injeção com o inóculo viral (até o 15° dpi), sendo o maior nível 

detectado no 11° dpi, onde os transcritos estavam cerca de 2,4 vezes aumentados 

(p<0,0001) (Figura 14E). No grupo de camarões injetados com a dsRNA-IMNV 

(ORF2) foi detectadas uma indução de cerca de 1,1 (p<0,05), 1,4 (p<0,0001) e de 1,5 

vezes (p<0,0001) nos dias 1°, 8° e 11° dpi, respectivamente. Com um padrão similar ao 

encontrado no grupo dsRNA-IMNV (ORF2), os camarões injetados com as dsRNA-

IGSF4D mostraram uma indução de cerca de 1,5, 1,6 e 1,5 vezes (p<0,0001) nos dias 

5°, 8° e 11° dpi quando comparados com o “ Tempo 0” do grupo (Figura 14D e E). 
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Figura 14 - Abundância dos transcritos do Dicer-2 em hemócitos de camarões L. 

vannamei injetados intramuscularmente com: A) dsRNA-IMNV (ORF1a); B) dsRNA-

IMNV (ORF1b); C) dsRNA-IMNV (ORF2); D) dsRNA-IGSF4D (dsRNA não 

relacionado); e E) Solução salina, ao longo de 34 dias de ensaio experimental. As barras 

verticais representam a expressão média normalizada (±SEM) (n = 12). As diferenças 

estatísticas em relação ao “Tempo 0” de cada grupo estão representadas com um 

asterisco (*) (P<0,05), dois asteriscos (**) (P<0,001) ou três asteriscos (***) 

(P<0,0001).  
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3.4.3. Expressão do gene Argonauta-2 
 

 
Logo após dois dias da injeção das dsRNA ou solução salina, foi detectada uma 

indução da expressão do Argonauta-2 em cerca de 1,6, 1,8, 2,4 e 2,1 vezes (p<0,0001) 

nos grupos dsRNA-IMNV (ORF1a), dsRNA-IMNV (ORF1b), dsRNA-IMNV (ORF2) e 

dsRNA-IGSF4D (Figura 15A, B, C e D), respectivamente. Neste período, nenhuma 

alteração para os níveis dos transcritos do Argonauta-2 foi detectada no grupo de 

camarões injetados com a solução salina (Figura 15E). No 1° dpi, uma indução de cerca 

de 1,7, 2,1, 2,3, 1,8 e 3,9 vezes (p<0,0001) dos transcritos do Argonauta-2 foi detectada 

nos grupos dsRNA-IMNV (ORF1a), dsRNA-IMNV (ORF1b), dsRNA-IMNV (ORF2), 

dsRNA-IGSF4D e solução salina, respectivamente (Figura 15A, B, C, D e E). Um 

padrão similar da expressão do Argonauta-2 foi verificada entre os grupos de camarões 

injetados com as dsRNA-IMNV (ORF1a) e dsRNA-IMNV (ORF1b) ao longo do 

tempo, não havendo aumento dos níveis dos transcritos no 5°, 8°, 11° dpi para os 

camarões tratados com as dsRNA-IMNV (ORF1a), e no 8° dpi para os tratados com as 

dsRNA-IMNV (ORF1b) (Figura 15A e B). A expressão do Argonauta-2 se mostrou 

aumentada em todos os dpi analisados dos grupos de camarões injetados com as 

dsRNA-IMNV (ORF2) ou solução salina (Figura 15C e E). Para o grupo dsRNA-

IGSF4D, apenas no 3°, 5° e 11° dpi não foi detectada indução dos transcritos do 

Argonauta-2 quando comparados com o “Tempo 0” do grupo (Figura 15D). 

 

 

 

 

 

 

 

 



82 
 

Figura 15 - Abundância dos transcritos do Argonauta-2 em hemócitos de camarões L. 

vannamei injetados intramuscularmente com: A) dsRNA-IMNV (ORF1a); B) dsRNA-

IMNV (ORF1b); C) dsRNA-IMNV (ORF2); D) dsRNA-IGSF4D (dsRNA não 

relacionado); e E) Solução salina, ao longo de 34 dias de ensaio experimental. As barras 

verticais representam a expressão média normalizada (±SEM) (n = 12). As diferenças 

estatísticas em relação ao “Tempo 0” de cada grupo estão representadas com dois 

asteriscos (**) (P<0,001) ou três asteriscos (***) (P <0,0001). 
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4. DISCUSSÃO  

 

 Dentre as moléculas de dsRNA com homologia ao IMNV utilizadas, as dsRNA-

IMNV (ORF1a) e dsRNA-IMNV (ORF1b) mostraram ser efetivas no bloqueio da 

replicação do IMNV, o que resultou em elevados índices de sobrevivências até 30 dias 

de desafio experimental (Figura 9). Nossos resultados corroboram com os reportados 

por Loy et al. (2012) no que se refere à susceptibilidade das regiões ORF1 do IMNV 

para o bloqueio da replicação viral por RNAi, especialmente quando comparada à 

região ORF2. Apesar de não ter sido observada diferença estatística entre as curvas de 

sobrevivência dos grupos de camarões injetados com as dsRNA-IMNV (ORF1a) e 

dsRNA-IMNV (ORF1b), a evolução da carga viral ao longo dos 25 dpi mostra uma 

maior eficiência do tratamento com as moléculas de dsRNA-IMNV (ORF1a), 

especialmente a partir do 8° dpi. Em adicional, a não detecção de alterações 

histopatológicas características da IMN no grupo de camarões injetados com as dsRNA-

IMNV (ORF1a) e apenas algumas lesões puntuais no grupo de camarões injetados com 

as dsRNA-IMNV (ORF1b) confirma a eficiência destas moléculas para a inibição por 

RNAi da replicação do IMNV e consequente manifestação da doença. É importante 

salientar que, apesar da eficiência das dsRNA-IMNV (ORF1a) e dsRNA-IMNV 

(ORF1b) na inibição da replicação do IMNV e consequente proteção dos camarões 

desafiados, a infecção pelo IMNV persistiu até o 25° dpi (Figura 12A e B) não havendo, 

portanto, a depuração viral.  

A região alvo de silenciamento pelas dsRNA-IMNV (ORF1a) utilizada neste 

estudo contém sequências codificantes para as proteínas 1 e 2 do genoma do IMNV. A 

proteína 1 possui um domínio de ligação a dsRNA (DSRM) e pode estar relacionada à 

supressão do sistema imune do camarão, enquanto que a proteína 2 ainda não tem sua 

função conhecida. Por outro lado, as regiões alvo de silenciamento pela dsRNA-IMNV 

(ORF1b) e dsRNA-IMNV (ORF2) contêm sequências codificantes para a principal 

proteína do capsídeo (MCP) e para uma RNA polimerase RNA-dependente (RdRp), 

respectivamente (Nibert, 2007). Para vírus de camarão, diferentes regiões do genoma 

viral, incluindo genes estruturais e não estruturais, tem se mostrado bastante efetivos 

como alvo de bloqueio da replicação de viral por RNAi. Neste sentido, não existe uma 

uniformidade no que se refere à escolha de genes estruturais ou não estruturais como 

alvo de silenciamento, sendo bastante provável que a eficiência da dsRNA-específica na 

inibição da replicação viral esteja diretamente associada ao nível de expressão do gene 
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viral alvo durante os estágios iniciais da infecção (Yodmuang et al., 2006). Além da 

escolha do alvo de silenciamento, a estrutura secundária do mRNA e a acessibilidade do 

RISC ao alvo, bem como a assimetria dos siRNA selecionados randomicamente pela 

enzima DICER, podem contribuir significantemente para o eficiência do knockdown por 

RNAi (Shao et al. 2007). 

Interessantemente, um aumento expressivo da replicação do IMNV foi detectado 

dois dias logo após a injeção das moléculas de dsRNA-IMNV (ORF1a), dsRNA-IMNV 

(ORF1b), dsRNA-IMNV (ORF2) e dsRNA-IGSF4D, especialmente para os grupos de 

camarões injetados com as dsRNA-IMNV (ORF1a) e dsRNA-IMNV (ORF1b) (Figura 

12A, B, C e D). Esta estratégia de replicação pode estar relacionado a um possível 

mecanismo de supressão do RNAi desenvolvido pelo IMNV ao longo da relação 

evolutiva patógeno-hospedeiro. Uma vasta quantidade de proteínas codificadas por 

genes virais têm sido associadas à supressão do silenciamento por RNAi (VSRs), que 

podem atuar tanto a nível transcricional como pós-transcricional (Dong et al. 2003, 

Voinnet, 2005, Trinks et al. 2005, Unterholzner & Bowie. 2008). Por exemplo, de modo 

similar ao IMNV (Nibert, 2007), alguns vírus de RNA como o Flock House virus (FHV) 

e Nodamura virus (NoV) possuem uma região codificante para uma proteína com 

domínio de ligação a dsRNA (DSRM). Para o FHV e NoV, esta proteína foi denominada 

de “Proteína B2” e está diretamente associada a supressão do mecanismo de RNAi pela 

ligação à longas e pequenas cadeias de dsRNA de forma sequência-independente 

(Johnson et al. 2004, Chao  et al. 2005). Curiosamente, estes vírus possuem a 

característica de uma rápida taxa de replicação inicial, provavelmente associada a uma 

estratégia viral para o estabelecimento de um feedback positivo entre a quantidade de 

dsRNA oriundas da replicação viral e a quantidade da enzima Dicer produzida pelo 

hospedeiro, de modo a favorecer a tradução da “Proteina B2” (Jiang et al. 2002, 

Rodrigo et al. 2011).   

Diferentemente de alguns estudos de RNAi com os vírus WSS e YH (Robalino  

et al. 2004, Tirasophon et al. 2005), a injeção com as moléculas de dsRNA-IGSF4D 

(dsRNA não relacionada) utilizada neste estudo não protegeu os camarões da 

mortalidade pela infecção causada pelo IMNV. Por comparação, a utilização da dsRNA 

não-relacionada com homologia para a proteína verde fluorescente (GFP) por Loy et al. 

(2012) também não resultou em nenhuma proteção aos camarões desafiados com o 

IMNV. Apesar de nenhuma diferença estatística ter sido encontrada entre as curvas de 

sobrevivências dos grupos de camarões injetados com a dsRNA-IGSF4D, dsRNA-
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IMNV (ORF2) e solução salina, os resultados da quantificação da carga viral ao longo 

de 11 dpi revelam um padrão bastante similar entre os grupos dsRNA-IGSF4D e 

dsRNA-IMNV (ORF2) quando comparados ao grupo de camarões injetados com a 

solução salina (Figuras 12C, D e E). Estes resultados sugerem a atuação de fato de uma 

resposta antiviral geral a moléculas de dsRNA, embora esta não tenha sido suficiente 

para a inibição da mortalidade causada pelo IMNV. De acordo com Robalino et al. 

(2004), a proteção induzida por dsRNA não relacionadas pode ser inibida por elevadas 

concentrações do WSSV ou TSV em ensaios experimentais. Tirasophon et al. (2005) 

também observaram que houve maior proteção do camarão quando as dsRNA não 

relacionadas foram injetadas 48 horas pós-infecção com o TSV quando comparado ao 

tratamento realizado 72 horas após a infecção experimental. Neste sentido, podemos 

sugerir que o elevado número de cópias do IMNV detectado dois dias logo após a 

injeção das dsRNA, aliado ao fato da possível codificação de proteínas VSRs pelo 

IMNV, podem ter contribuído sensivelmente para a não proteção relacionada à defesa 

antiviral inespecífica do camarão em nosso estudo. 

 A indução do gene Sid-1 detectada no 8° dpi apenas para os hemócitos dos 

grupos de camarões injetados com as dsRNA-IMNV (ORF1a) e dsRNA-IMNV 

(ORF1b) (Figura 13) sugere fortemente que o canal de transmembrana codificado pelo 

Sid-1 no camarão L. vannamei pode, além de importar moléculas de dsRNA, conforme 

demostrado por Labreuche et al. (2010), atuar também como um exportador do sinal de 

silenciamento do RNAi. Em células de Drosophila S2 mutantes, a importação e 

exportação de dsRNA pelo SID-1 de C. elegans foram claramente demonstradas através 

de alterações de condutância de membrana quando do transporte de dsRNA pelo canal 

(Shih & Hunter, 2011). Estes autores demonstraram, também, a existência de um 

mecanismo de retenção de algumas moléculas de dsRNA pelo canal de transmembrana 

SID-1 que está diretamente relacionado a regulação gênica de componentes do RISC. 

No nosso estudo, os baixos níveis de expressão do Dicer-2 e do Argonauta-2 detectados 

no 8°dpi (Figura 14 e 15) reforçam a hipótese de exportação de dsRNA pelo canal de 

transmembrana SID-1 do L. vannamei. Contudo, outros estudos devem ser 

implementados a fim de verificar a possível influência dos componentes do RISC na 

retenção de moléculas de dsRNA. 

 Em suma, podemos concluir que a possível exportação do sinal de silenciamento 

pelo canal de transmembrana SID-1 detectado no 8° dpi pode estar diretamente 

associada ao bloqueio da replicação do IMNV pela injeção das dsRNA-IMNV (ORF1a) 
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e dsRNA-IMNV (ORF1b) e, consequentemente, com a sobrevivência dos camarões 

desafiados. Adicionalmente, apesar da possibilidade de terapia por RNAi em camarões 

L. vannamei portadores assintomáticos do IMNV, mostramos que o conhecimento da 

carga viral inicial do IMNV é imprescindível dada a sua estratégia de replicação após a 

injeção com as dsRNA, de modo a não permitir que a quantidade de cópias virais 

alcance níveis letais para o camarão antes do início do silenciamento por RNAi. Além 

de estudos adicionais para o entendimento dos mecanismos envolvidos no bloqueio da 

replicação viral por RNAi em camarões, o desenvolvimento de veículos para a entrega 

das dsRNA aos camarões é extremamente necessário para que a terapia antiviral por 

RNAi se torne uma realidade no combate e controle de enfermidade em fazendas de 

cultivos camarões. 
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CAPÍTULO IV - EFEITO DO SILENCIAMENTO GÊNICO PÓS-

TRANSCRICIONAL DO HORMÔNIO INIBIDOR DAS GÔNADAS (GIH) 

SOBRE A MATURAÇÃO DE FÊMEAS DE Litopenaeus vannamei 

 

                  Os resultados deste capítulo serão submetidos ao periódico Aquaculture. 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 
 

A reprodução dos crustáceos é guiada por um elaborado sistema endócrino 

aliado a estímulos nutricionais e ambientais. A proeminente atividade celular que ocorre 

durante o desenvolvimento ovariano dos crustáceos é conhecido como vitelogênese, 

processo pelo qual resulta na produção de uma precursora da proteína do ovo, a 

vitelogenina (Nagaraju, 2010). Em crustáceos, a vitelogênese e consequentemente a 

maturação ovariana é negativamente controlada pelo hormônio inibidor das gônadas 

(Gonad-Inhibiting Hormone, GIH), também conhecido como hormônio inibidor da 

vitelogênese (Vitellogenesis-Inhibiting Hormone, VIH). Um neuropeptídeo com 

características de GIH foi recentemente isolado da glândula do seio do camarão L. 

vannamei, o qual demonstrou 98% de similaridade nucleotídica com o GIH de P. 

monodon (Chen et al. 2014).  

A técnica de silenciamento gênico por RNA de interferência (RNAi) consiste na 

utilização de longas moléculas de dsRNA sintéticas homólogas a um gene alvo de 

interesse. Após a sua entrada na célula, as longas dsRNA são processadas em pequenos 

RNAs de 20-28 pb a partir de reações catalisadas por endonucleases do tipo RNAse III 

dsRNA-específico, a exemplo das enzimas DICER. Estes pequenos RNAs são capazes 

de conduzir a clivagem de moléculas complementares de RNA a partir de um complexo 

de silenciamento multiprotéico (RNA-induced silencing complex, RISC), promovendo 

uma degradação específica do mRNA alvo (Meister & Tuschl, 2008). Recentes avanços 

no estudo do controle hormonal em camarões peneídeos têm incluído a utilização da 

tecnologia do RNAi em experimentos in vivo para a elucidação do papel de 

determinados neuropeptídeos da família dos CHH, de hormônios envolvidos no 

metabolismo de carboidratos de L. schmitti (Lugo et al. 2006), na muda de L. vannamei 

(Hui et al. 2008) e na reprodução de P. monodon (Treerattrakool et al. 2008).  

A possibilidade do emprego do silenciamento gênico do GIH por RNAi como 
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um método alternativo à ablação peduncular, ainda comumente utilizada para a 

reprodução de peneídeos em cativeiro, foi recentemente demonstrada para P. monodon 

(Treerattrakool et al. 2011). Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo 

investigar a viabilidade da utilização de dsRNA gene-especifico para o estímulo da 

reprodução de fêmeas de L. vannamei em cativeiro a partir do silenciamento do 

hormônio inibidor das gônadas (GIH), recentemente caracterizado para a espécie. 

 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Origem dos animais e aclimatação 

 

Pós-larvas de L. vannamei SPF foram obtidas do laboratório Aquatec Ltda 

(Canguaretama, RN) e cultivadas na Estação Marinha de Aquacultura da Universidade 

Federal do Rio Grande (EMA-FURG) até atingirem a fase adulta. Antes do 

experimento, 200 animais foram selecionados considerando sua aparente condição de 

saúde. Tamanho, ausência de melanização no corpo, presença de todos os apêndices e 

preenchimento total do hepatopâncreas e trato digestivo foram considerados como 

parâmetros para avaliação da condição dos animais. Os animais selecionados foram 

separados por sexo e distribuídos em dois tanques circulares de maturação (10 m2 de 

área de fundo contendo 5.000 l), onde foram aclimatados durante 30 dias. Durante este 

período, os animais foram submetidos a condições artificiais de fotoperíodo (14h de luz 

e 10h de escuro) e alimentados quatro vezes ao dia com lula Illex argentinus e uma dieta 

comercial (Breed S Inve Aquaculture, Belgium) ofertados alternadamente. A água do 

mar foi renovada diariamente a uma taxa de 100% e mantida em salinidade 30, 28°C, 

pH 7,2 e OD 5,5 mg/l. 

 

2.2. Produção de moléculas de dsRNA  

 

Fragmentos de 768 pb e 678 pb referentes ao gene GIH do L. vannamei (N° de 

acesso no GenBank: KC962398) e ao gene que codifica para uma imunoglobulina do 

peixe Danio rerio (IGSF4D) (N° de acesso no GenBank: AL954312) foram 

amplificados por RT-qPCR utilizando-se primers específicos contendo a sequência do 

promotor do bacteriófago T7 na extremidade 5’ (Tabela 6). Os fragmentos amplificados 
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referentes a IGSF4D foram utilizados para a síntese de dsRNA não relacionado. Antes 

da produção dos dsRNAs, a identidade dos respectivos produtos de PCR foi confirmada 

por sequenciamento de DNA (dados não demonstrados).  

 

Tabela 6 - Primers utilizados na amplificação de fragmentos para a síntese “in vitro” de 

moléculas de dsRNA GIH e dsRNA IGSF4D. 

 
Gene Primer Forward (5’-3’) Primer Reverse (5’-3’) “Amplicon” 

 
GIH-T7 

 

*TAATACGACTCACTATAGT 
TCCTGATGTGCCTCCACT 

TAATACGACTCACTATACCAATC
AGTTCCCCTTGAAA 

768 pb 

IGSF4D-T7 
TAATACGACTCACTATAGTTT

GTCTGTCCCTCGTGGT 
TAATACGACTCACTATAAGGGTGC

AGGTTTTCCTTTT 
678 pb 

*Sequência do Promotor T7 (negrito e itálico). 
 

 

Os produtos de PCR foram concentrados por precipitação em álcool absoluto 

(Merck®) (1 V) e acetato de sódio 3 M (0,1 V) e purificados com o kit Wizard® SV Gel 

and PCR Clean-Up System (Promega®) conforme recomendações do fabricante. A 

transcrição in vitro das moléculas de dsRNA foi efetivada com o kit T7 RiboMAX™ 

Express Large Scale RNA Production System (Promega®) de acordo com as seguintes 

etapas de incubação: 42°C durante 4 horas, 70°C durante 10 min, seguida de uma 

redução gradual da temperatura (0,5°C durante 20s) até atingir 20°C. Posteriormente, as 

moléculas de dsRNA foram tratadas com DNAse I (para a remoção de dsDNA e 

ssDNA) e RNAse A (para a remoção de ssRNA, na presença de 0,5 M de NaCl) por 

incubação a 37°C durante 30 min. Proteínas, nucleotídeos livres e resíduos de ácidos 

nucleícos degradados ainda presentes na reação de transcrição foram removidas por 

com o Wizard® SV Minicolumns (Promega®) utilizando 4 M Guanidine Thiocyanate, 

0,01M Tris/HCl (pH 7,5) como solução denaturante. Finalmente, as moléculas de 

dsRNA-GIH e dsRNA-ISF4D foram eluídas em 100 µl de TE salino (10 mM Tris⁄HCl, 

1mM EDTA, 10 mM NaCl, pH 7,0) e acondicionadas a -80°C até a sua utilização. 

 

2.3. Desenho Experimental 

 

Após a aclimatação, 80 fêmeas e 80 machos (♀=45-55g; ♂=35-45g) no estágio 

de intermuda foram selecionados da população aclimatada. As fêmeas foram pesadas e 

marcadas com numeração individual por meio de elastômeros implantados 
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subcutaneamente no último segmento abdominal. Após a marcação, as fêmeas foram 

distribuidas uniformemente, juntamente com 80 machos, em dois tanques circulares de 

maturação a uma densidade de 8 camarões/m2 (proporção de machos para fêmeas = 

1:1). Quatro grupos de 20 fêmeas foram tratados conforme a seguinte descrição: Grupo 

I) Injeção intramuscular de 150 µl de solução salina (NaCl 330 mM; Tris 10 mM; pH 

7,4) no 1° e 17° dia pós marcação (dpm) (gupo controle); Grupo II) Injeção 

intramuscular de 2 µg e 0,8 µg/g de dsRNA GIH no 1° e 17° dpm, respectivamente; 

Grupo III) Injeção intramuscular de 2 µg e 0,8 µg/g de dsRNA IGSF4D no 1° e 17° 

dpm, respectivamente; e Grupo IV) Ablação unilateral realizada no 1° dpm. As dsRNA 

foram diluídas em 150 µl de solução salina. Todas as condições de cultivo utilizadas 

durante a fase de aclimatação foram mantidas ao longo de 39 dias de ensaio 

experimental.  

O desenvolvimento gonadal das fêmeas de todos os grupos foi checado 

diariamente por exame visual com o auxílio de uma lanterna. Macroscopicamente, os 

estágios de desenvolvimento gonadal foram classificados de acordo com os seguintes 

critérios: S0 - Ovário não desenvolvido (imaturo), S1 - desenvolvimento inicial dos 

ovários na região do cefalotórax (maturação inicial), S2 - Presença de uma linha 

ovariana de cor amarelada ao longo do dorso abdominal (maturação intermediária), e 

S3-4 - Cefalotórax alargado e coloração alaranjada dos ovários que aparecem como uma 

dupla linha espessa ao longo do dorso abdominal (maduro) (Adaptado de Tan-Fermin & 

Pudadera, 1989). As fêmeas identificadas como S3-4 foram separadas e a ocorrência da 

desova devidamente registrada. Para as análises moleculares, cinco fêmeas no estágio 

de intermuda de cada grupo foram coletadas aleatoriamente e dissecadas no 16°, 31° e 

38° dpm para a retirada do gânglio ótico e ovários. Em adicional, amostras do cérebro 

(gânglio supraesofageal) de fêmeas foram coletadas no 38° dpm. Análises histológicas 

foram realizadas a partir de fragmentos ovarianos posteriores coletados nos 16°, 31° e 

38° dpm.  

 

2.4. Análise de Expressão Gênica 

 

O RNA total do gânglio ótico, ovário e cérebro foram extraídos de acordo com o 

reagente TRIZOL (Invitrogen®), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. O 

RNA extraído foi tratado com a DNAse I Amplification Grade (Life Technologies®) por 

incubação a 37°C durante 30 min. A qualidade do RNA extraído foi certificada por 
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corrida eletroforética em gel de agarose a 1%, preparado em 60 ml de TAE (1X) (0,04 

M de Tris Base, 0,04 M de acetato e 0,001 M de EDTA) contendo 0,1 μg/ml de brometo 

de etídio. O RNA foi quantificado por fluorimetria com o equipamento QubitTM 

fluorometer (Life Technologies®), utilizando-se o Quant-iT RNA Assay Kit (Life 

Technologies®). O cDNA foi sintetizado com o High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (Life Technologies®) em um volume de 20 μl de reação final contendo 

2 µl de RT Buffer (10×), 0,8 µl de dNTPs mix (25×), 2 µl de RT random primers (10×), 

1 µl de MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U) e 1μg de RNA total diluído em 

água ultra pura (Invitrogen®). As amostras foram incubadas em termociclador a 25°C/10 

min, seguidos de 37°C/120 min e 85°C/5 min. O cDNA foi armazenado a -20°C até a 

sua utilização para análise da expressão gênica. 

A expressão do GIH foi utilizada para a avaliação do silenciamento por RNAi 

nas amostras de gânglio ótico e cérebro, enquanto a expressão da vitelogenina foi 

verificada somente nas amostras de ovário das fêmeas coletadas. Após validação com o 

software DataAssist v3.0 (Applied Biosystems®), a média entre a expressão dos genes 

da β-actina e Ef1α foram utilizadas como referência para a normalização da expressão 

dos genes GIH e Vitelogenina. Para as amplificações foi empregada a plataforma ABI 

7500 Real Time Systems (Applied Biosystems®) com o sistema de detecção Platinum 

SYBR® Green qPCR SuperMix - UDG (Invitrogen®). Os primers utilizados para a 

amplificação dos genes investigados estão descritos na tabela 7.  

 

Tabela 7 - Primers utilizados para a análise quantitativa da expressão gênica em L. 

vannamei. 

 
Gene  

(GenBank) 
Primer Forward (5’-3’) Primer Reverse (5’-3’) 

GIH 

(KC962398) 
TGATGCTTCGACGCCTTGGCT CCTTGAACATAATAGGACGCCCTTCCC 

Vitelogenina 

(AY321153) 
AATACAAGAACGTGAGGGATAGGAA AGGCAATCACACTTGTATATTTGTATTTC 

Ef1α 

(DQ858921) 
CCACCCTGGCCAGATTCA GCGAACTTGCAGGCAATGT 

β-actina 

(AF300705) 
GACCGAGGCTCCCCTTCAA TCTCGAACATGATCTGTGTCAT 

 

A eficiência de amplificação de todos os primers foi determinada de acordo com 
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Pfaffl et al. (2002) e a especificidade das amplificações verificadas a partir da análise 

das curvas de melting. As reações de RT-qPCR foram realizadas em um volume final de 

10 μl contendo 5 μl do Platinum SYBR Green® qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen®), 0,3 

μl (10 μM) de cada primer, 0,2 μl (50×) do corante de referência Rox, 1 μl (3-10 ng) de 

cDNA e 3,2 μl de água ultra pura. As condições de termociclagem utilizadas foram 

50°C durante 2 min, 95°C durante 2 min, seguidos de 40 ciclos de 95°C durante 15s e 

60°C durante 30s. As reações de RT-qPCR foram realizadas em duplicatas e somente 

consideradas válidas quando a média dos Cq das réplicas apresentavam um desvio de 

até 0,3. Os valores de Cq médios obtidos foram normalizados e convertidos para a 

forma linear pelo método 2-ΔCq
 (Livak & Schmittgen, 2001).  

 

2.5. Histologia 
 

Cada fragmento ovariano posterior foi fixado por imersão em solução de 

Davidson's AFA (11,5% de ácido acético, 22% de formalina e 33% de etanol) por 24 

horas. As amostras foram processadas em equipamento automático (LUPE PT05®), 

sendo a inclusão feita em paraplast. Cortes histológicos transversais e longitudinais de 4 

μm foram obtidos com o auxílio de um micrótomo (LUPE MRP03, Brasil) e corados 

com hematoxilina-eosina (Bell & Lightner, 1988). Os cortes foram examinados em 

microscópio óptico (Olympus BX 45®) com câmera digital (Olympus DP 72®) acoplada 

para captura das imagens. O estágio de desenvolvimento gonadal e o diâmetro médio do 

tipo do oócito mais frequente em cada fêmea foram os parâmetros considerados para a 

análise histológica quantitativa. Os oócitos foram classificados em nove tipos: I) 

cromatina nuclear (cn); II) cromatina perinuclear inicial (cpi); III) cromatina 

perinuclear avançada (cpa); IV) gotículas de lipídeos 1 (gl1); V) gotículas de lipídeos 2 

(gl2); VI) presença de vitelina (v); VII) presença de grânulos de vitelina (gv); VIII) 

pré-maduro (pm); e IX) maduro (m). De acordo com o tipo de oócito encontrado, os 

estágios de desenvolvimento gonadal foram definidos como pré-vitelogênese (oócitos 

tipo I, II e III), vitelogênese primária (oócitos tipo IV, V e VI), vitelogênese secundária 

(oócitos tipo VII e VIII) e, maduro (oócito tipo IX) (Arcos et al. 2011). 

 

2.6. Análise Estatística 

 

Para a análise das diferenças dos diâmetros dos oócitos mais frequentes e da 
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expressão gênica foi empregada uma análise de variância de uma via (One-way Analysis 

of Variance, ANOVA) com comparações pareadas com o grupo de fêmeas injetadas com 

solução salina (grupo controle). Os testes estatísticos foram realizados com o software 

GraphPad Prism 3.00 for Windows (GraphPad Software, USA) 

 

 

3. RESULTADOS 

 
3.1. Desenvolvimento gonadal e desova 
 
 
Dentre os grupos de fêmeas investigado, a ocorrência de desovas foi verificada 

na 2°, 3°, 4° e 5° semana, sendo predominante para as fêmeas abladas que tiveram 

percentuais de 25%, 15%, 15% e 5%, respectivamente. Entretanto, foi verificada uma 

desova (5%) em cada grupo de fêmeas injetadas com a dsRNA-IGSF4D ou solução 

salina na 2° semana de experimento. Macroscopicamente, os estágios de 

desenvolvimento gonadal S3-4 foram identificados na 2° semana para os grupos de 

fêmeas injetadas com a dsRNA-IGSF4D ou solução salina, com percentuais de 10% 

para ambos os grupos. Nas fêmeas injetadas com as dsRNA-GIH verificou-se apenas 

estágios iniciais e intermediários do desenvolvimento gonadal (S1 ou S2) (Figura 16).
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Figura 16 - Percentuais de estágios de desenvolvimento gonadal e desovas semanais a 

partir de observações macroscópicas dos ovários das fêmeas de L. vannamei abladas ou 

injetadas com dsRNA-GIH, dsRNA-IGSF4D ou solução salina ao longo de 39 dias de 

experimento. S0: imaturo, S1: maturação inicial, S2: maturação intermediária, S3-4: 

Maduro, e D: desova. 

 

3.2. Histologia 

 

Apenas oócitos característicos das fases de pré-vitelogênese (oócitos tipo I, II e 

III) e vitelogênese primária (oócitos tipo IV, V e VI) foram identificados nas fêmeas 

injetadas com dsRNA-GIH, dsRNA-IGSF4D ou solução salina. Por outro lado, oócitos 

característicos de todas as fases do desenvolvimento gonadal foram verificados nas 

fêmeas abladas, havendo portanto, a predominância de estágios mais avançados como 

vitelogênese secundária (oócitos tipo VII) e maduro (oócitos tipo IX) (Figura 17).  
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Figura 17 - Fotomicrografia de cortes histológicos corados com H&E dos ovários de L. 

vannamei abladas ou injetadas com dsRNA-GIH, dsRNA-IGSF4D ou solução salina. As 

setas indicam os tipos de oócitos observados: (cn) cromatina nuclear; (cpi) cromatina 

perinuclear inicial; (cpa) cromatina perinuclear avançada; (gl) gotículas de lipídeos; (v) 

presença de vitelina; (gv) presença de grânulos de vitelina; e (m) maduro. Barra de 

escala: 25 μm. 

 

Os diâmetros dos oócitos predominantes observados nos ovários das fêmeas 

abladas diferiram significativamente dos observados nas fêmeas injetadas com solução 

salina no 16°, 31° e 38° dpm (p<0,0001). Para as fêmeas injetadas com as dsRNA-GIH 

foi verificado um aumento significativo (p<0,05) dos diâmetros dos oócitos mais 

frequentes observados no 38° dpm. Nenhuma diferença foi detectada nos diâmetros dos 

oócitos mais frequentes nas fêmeas injetadas com as dsRNA-IGSF4D ao longo de todo 

o experimento (Figura 18). 
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Figura 18 - Médias (±SD) do diâmetro dos oócitos mais frequentes observados nas 

fêmeas de L. vannamei abladas ou injetadas com dsRNA-GIH, dsRNA-IGSF4D ou 

solução salina verificados no 16°, 31° e 38° dpm. As diferenças estatísticas estão 

representadas com um asterisco (*) (P<0,05) e três asteriscos (***) (P <0,0001) (n = 4). 

 

3. 3. Expressão gênica 
  

 Os níveis dos transcritos do GIH estavam diminuídos em 64%, 73% e 71% no 

pedúnculo ocular das fêmeas injetadas com as dsRNA-GIH quando comparados ao 

grupo de fêmeas injetadas com a solução salina no 16°, 31° e 38° dpm, respectivamente 

(p<0,0001). Ao longo do experimento, nenhuma diferença estatística foi detectada nos 

níveis dos transcritos do GIH detectados no pedúnculo ocular das fêmeas abladas, 

injetadas com as dsRNA-IGSF4D ou com solução salina. A expressão do mRNA da 

vitelogenina foi aumentada em cerca de 2,5, 2,7 e 4,4 vezes nos ovários das fêmeas 

abladas coletadas no 16°, 31° e 38° dpm. (p<0,0001). No 38° dpm foi detectada também 

uma indução dos níveis dos transcritos da vitelogenina em cerca de 3,8 vezes nos 

ovários das fêmeas injetadas com as dsRNA-GIH, quando comparadas com as fêmeas 

injetadas com a solução salina (p<0,001). Nenhuma diferença estatística foi detectada 

nos níveis dos transcritos da vitelogenina nos ovários das fêmeas injetadas com as 

dsRNA-IGSF4D (dsRNA não relacionada) (Figura 19). Adicionalmente, nenhum efeito 

de silenciamento por RNAi foi verificado no cérebro dos camarões injetados com as 

dsRNA-GIH após 38 dpm. Nenhuma diferença estatística foi verificada entre os 

transcritos do GIH detectados no cérebro das fêmeas abladas ou injetadas com dsRNA-

GIH, dsRNA-IGSF4D ou solução salina (Figura 20). 

  



100 
 

 

Figura 19 - Abundância dos transcritos do GIH e vitelogenina detectados no pedúnculo 

ocular e ovários, respectivamente, de fêmeas de L. vannamei abladas ou injetadas com 

dsRNA-GIH, dsRNA-IGSF4D ou solução salina. As barras verticais representam a 

expressão média normalizada (±SEM) (n = 4). As diferenças estatísticas relacionadas ao 

grupo de camarões injetados com solução salina estão representadas com três asteriscos 

(***) (P <0,0001) e dois asteriscos (**) (P<0,001). 
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Figura 20 - Abundância dos transcritos do GIH detectados no cérebro de fêmeas de L. 

vannamei abladas ou injetadas com dsRNA-GIH, dsRNA-IGSF4D ou solução salina no 

38° dpm. As barras verticais representam a expressão média normalizada (±SEM) (n = 

4). 
 

 

4. DISCUSSÃO 

 

Na reprodução em cativeiro de camarões L. vannamei, o método usualmente 

empregado para estimular a maturação gonadal e desova consiste ainda na ablação 

unilateral do pedúnculo ocular que, além da lesão, ocasiona um significativo desbalanço 

hormonal com reflexos direto sobre a quantidade, qualidade e sobrevivência das larvas 

produzidas, especialmente após as primeiras desovas pós ablação (Palacios et al. 1999). 

Recentemente, Chen et al. (2014) isolaram um hormônio com característica de GIH da 

glândula do seio do L. vannamei e verificaram a sua ação inibitória sobre a expressão do 

mRNA da vitelogenina no hepatopâncreas a partir de ensaios com uma proteína 

recombinante do neuropeptídeo isolado. De acordo com Raviv et al. (2006), os 

transcritos da vitelogenina no L. vannamei podem ser detectados tanto no 

hepatopâncreas como nos ovários, tendo portanto, um nível de expressão maior nos 

ovários em todos os estágios do ciclo de muda quando comparados com os níveis 

detectados no hepatopâncreas. No presente estudo, nós investigamos o potencial da 

inibição dos níveis do mRNA do GIH por RNAi na indução do desenvolvimento 

gonadal do camarão L.vannamei em cativeiro.   

Os resultados do silenciamento gênico revelaram um “knockdown” do gene GIH 

no pedúnculo ocular das fêmeas injetadas com as dsRNA-GIH, com uma redução na 
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transcrição de 64%, 73% e 71% no 16°, 31° e 38° dpm, respectivamente. Apesar disso, 

o efeito sobre a expressão do mRNA da vitelogenina nos ovários somente foi verificado 

no 38° dpm, quando os níveis dos transcritos estavam superexpressos em cerca de 3,8 

vezes em comparação com a expressão detectada nas fêmeas injetadas com a solução 

salina (Figura 19). Este resultado é consistente com o aumento do diâmetro dos oócitos 

mais frequentes observados no 38° dpm nas fêmeas injetadas com as dsRNA-GIH 

(Figura 17). Entretanto, nenhum desenvolvimento gonadal além do estágio de 

vitelogênese primária foi observado microscopicamente nos ovários das fêmeas 

injetadas com as dsRNA-GIH, solução salina ou dsRNA-IGSF4D. Diferentemente, nos 

ovários das fêmeas abladas foi verificada uma predominância dos estágios de 

vitelogênese secundária à madura. Segundo Palacios & Racotta (2003), a mensuração 

do diâmetro do oócito por histologia em matrizes reprodutoras de L. vannamei consiste 

no melhor parâmetro de avaliação do estágio de maturação de fêmeas em sistemas de 

produção.  A resposta tardia do efeito do silenciamento do mRNA do GIH por RNAi 

sobre a expressão do mRNA da vitelogenina pode estar relacionado com o GIH ainda 

armazenado na glândula do seio e circulante na hemolinfa, já que o silenciamento do 

mRNA por dsRNA somente é capaz de inibir a síntese do hormônio. Entretanto, a 

concentração do neuropeptídeo na hemolinfa não foi mensurada no presente trabalho. 

Em estudos com camarões P. monodon cultivados, Treerattrakool et al. (2011) 

demonstraram que a inibição por RNAi dos transcritos do GIH-Pm no pedúnculo ocular 

perdurou por até 30 dias e que, apesar de terem observado a ocorrência de desova para 

apenas 14% das fêmeas injetadas com as dsRNA GIH-Pm, não houve um 

desenvolvimento gonadal significativo para a maioria das fêmeas tratadas com as 

dsRNA. Por outro lado, os autores mostraram um alta eficiência da aplicação do RNAi 

para o desenvolvimento gonadal e desova de camarões P. monodon selvagens (63% de 

desova). De acordo com os autores, a diferença de eficiência do RNAi na reprodução de 

fêmeas domésticas e selvagens pode ser atribuída a fatores como tamanho e idade, 

qualidade da água (salinidade e temperatura), nutrição e densidade de cultivo utilizadas 

nos ensaios experimentais.  

Interessantemente, nenhuma regulação dos níveis dos transcritos do GIH foi 

detectada no pedúnculo ocular (16°, 31° e 38° dpm) ou no cérebro (38° dpm) das 

fêmeas de L. vannamei abladas unilateralmente. Chen et al. (2014) demonstraram que 

os níveis de expressão do GIH no cérebro do L. vannamei foram negativamente 

regulados após o 3° e 6° dia da ablação unilateral, mas não houve regulação do mRNA 
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do GIH na glândula do seio do pedúnculo ocular remanescente, também verificado no 

presente estudo. De acordo com estes autores, a glândula do seio do camarão L. 

vannamei não é o único local de síntese do GIH, o qual também pode ser sintetizado 

pelo cérebro. Entretanto, os mecanismos relacionados à produção e síntese do GIH para 

o controle da reprodução de fêmeas do L. vannamei ainda não estão totalmente 

elucidados. Curiosamente, nenhum efeito do silenciamento gênico foi detectado no 

cérebro das fêmeas injetadas com as dsRNA-GIH após o 38° dpm (Figura 20). Este 

resultado sugere uma reduzida susceptibilidade ou até mesmo a não susceptibilidade do 

tecido cerebral do camarão ao silenciamento por RNAi, especialmente quando 

comparado aos níveis de “knockdown” do GIH verificados no pedúnculo ocular destes 

animais ao longo do experimento. Estudos devem ser realizados a fim de verificar o 

grau de susceptibilidade do cérebro de crustáceos ao RNAi, bem como a sua influência 

sobre a aplicação desta tecnologia para a indução do desenvolvimento gonadal e desova 

do L. vannamei. 

Neste trabalho, o baixo desempenho reprodutivo das fêmeas de camarões 

tratadas com moléculas de dsRNA-GIH pode estar relacionada ainda a atuação conjunta 

de vários GIH na inibição da vitelogenina. Para o camarão L. vannamei, alguns 

neuropeptídeos isolados da glândula do seio têm sido também considerados como 

candidatos a GIH e foram denominados de Liv-SGP-A, -B, -C, -E, -F, e -G. Dentre os 

hormônios isolados, o Liv-SGP-G apresentou 100% de homologia nucleotídica com o 

CHH do L. vannamei e foi o que demonstrou o maior efeito inibitório dos níveis de 

expressão do mRNA da vitelogenina quando submetido a testes de incubação in vitro 

com fragmentos de ovário do Marsupenaeus japonicus (Tsutsui et al. 2007). De forma 

similar, a ação diferenciada de candidatos a GIH sobre a inibição da vitelogênese da 

lagosta Jasus lalandii foi descrita a partir de ensaios heterólogos in vitro com ovários do 

camarão P. semisulcatus (Marco et al. 2002). Estes autores ainda demonstraram que 

alguns desses neupeptídeos, além do efeito sobre a reprodução, possuiam também um 

efeito hiperclicêmico. De fato, estudos anteriores têm sugerido que todos os membros 

da família CHH são derivados de um ancestral comum e se divergiram através de 

mutações e duplicações gênicas ao longo da evolução, o que pode ter implicado para a 

atuação de múltiplas funções biológicas amplamente relatadas para os neuropeptídeos 

desta família (Wilcockson et al. 2002, Chan et al. 2003). 

Os resultados apresentados neste estudo demostraram o potencial da aplicação 

da tecnologia do RNAi como um método alternativo a ablação peduncular para a 
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desenvolvimento gonadal e desova do L. vannamei em cativeiro. Em adicional, o 

silenciamento simultâneo por RNAi de candidatos a GIH deve ser realizado a fim de 

verificar o seu efeito na indução do desenvolvimento gonadal do L. vannamei.  
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CONCLUSÕES 
 

1. Protocolos moleculares por qPCR desenvolvidos no Laboratório de Biologia 

Molecular da FURG foram efetivos na detecção de co-infecção com o IMNV e 

WSSV em L. vannamei. 

 

2. A transcrição dos genes Sid-1, Dicer-2 e Argonauta-2 do L.vannamei não foi 

afetada pela infecção causada pelo IMNV quando da injeção de diferentes 

concentrações do inóculo viral. 

 

3. O número médio de 2,55 x 103 cópias do IMNV detectados em tecido 

hemocítico pode ser considerado seguro para os sistemas de cultivos de L. 

vannamei infectados com o IMNV quando submetidos a condições ótimas de 

cultivo. 

 

4. Os tratamentos com as dsRNA-IMNV (ORF1a) e dsRNA-IMNV (ORF1b) se 

mostraram efetivos na inibição da replicação do IMNV resultando em 

sobrevivências de 90% e 80%, respectivamente. 

 

5. A possível exportação do sinal de silenciamento pelo canal de transmembrana 

SID-1 pode estar diretamente associada ao bloqueio da replicação do IMNV pela 

injeção das dsRNA-IMNV (ORF1a) e dsRNA-IMNV (ORF1b) e, 

consequentemente, com a sobrevivência dos camarões desafiados. 

 

6. Dada a estratégia de replicação do IMNV, o sucesso da terapia por RNAi em 

camarões L. vannamei portadores assintomáticos do IMNV depende do 

conhecimento de sua carga viral inicial. 

 

7. Apesar do “knockdown” dos níveis do mRNA do GIH no pedúnculo ocular das 

fêmeas injetadas com as dsRNA-GIH, o efeito sobre a expressão do mRNA da 

vitelogenina nos ovários e do diâmetro dos oócitos somente foi verificado no 

38° dpm. 

 

8. Nenhum desenvolvimento gonadal além do estágio de vitelogênese primária foi 

observado nos ovários das fêmeas injetadas com as dsRNA-GIH, provavelmente 

pela existência de outras formas de GIH em L. vannamei.  
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PERSPECTIVAS 
 

O avanço tecnológico associado à acirrada competição por mercados em nível 

global vem criando, para o setor da carcinicultura, um cenário onde a vantagem 

competitiva é baseada na eficiência de produção. Na carcinicultura, pesquisas 

envolvendo a tecnologia do RNA de interferência têm gerado valiosos subsídios para o 

desenvolvimento de terapias gênicas a partir do silenciamento de genes virais 

(Escobedo-Bonilla, 2012). Abordagens de genética reversa por RNAi em experimentos 

in vivo poderão também ter grande potencial para a prospecção de genes envolvidos na 

virulência e patogenicidade de determinadas enfermidades de camarões. Estes estudos 

poderão propiciar ainda a identificação de novos marcadores da condição de saúde dos 

camarões cultivados, além da validação de potenciais alvos para o desenvolvimento de 

tratamentos antibacterianos e antiparasitários.  

 Em virtude das grandes perdas na produção aquícola em decorrência do 

acometimento de doenças, o desenvolvimento de pesquisas direcionadas ao controle e 

combate de enfermidades em sistemas de cultivo têm se tornado uma prioridade nessa 

área de estudo. Apesar da potencialidade da técnica de RNAi como ferramenta 

terapêutica antiviral na carcinicultura, é imprescindível que este método seja viabilizado 

para o tratamento de enfermidades em sistemas de cultivo, especialmente no tocante ao 

veículo de entrega das moléculas de dsRNA aos camarões cultivados. Por exemplo, o 

modo de indução do RNAi por injeção intramuscular, método amplamente utilizado em 

ensaios de desafio experimental, pode consistir num fator impeditivo de sua aplicação 

prática nos cultivos de camarões, especialmente pelo dispendioso manejo e alto custo 

para a síntese in vitro de grandes quantidades de moléculas de dsRNA. Por outro lado, a 

manipulação genética de bactérias Escherichia coli para a expressão in vivo de 

moléculas de dsRNA específicas abre a possibilidade para produção de dsRNA a um 

baixo custo para o uso em larga escala (Timmons et al. 2001). Sarathi et al. (2008) 

demonstraram que a administração oral em camarão P. monodon de moléculas de 

dsRNA-VP28 expressas por bactérias Escherichia coli modificadas geneticamente pode 

ser considerada como um potente agente terapêutico contra a infecção causada pelo 

WSSV. Recentemente, diversos estudos têm considerado a utilização de linhagens 

recombinantes de Bacillus subtilis como um potente veículo vacinal, especialmente por 

sua resistência e capacidade de esporulação, o que facilita por sua vez a estocagem e 

transporte destas bactérias. Em adicional, algumas destas cepas possuem importantes 
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características probióticas e não oferecem riscos à saúde humana (Xia et al. 2005, 

Paccez et al. 2006, Liu et al. 2010). Entretanto, a manipulação genética de bactérias 

geralmente envolve a utilização de genes de resistência a antibióticos, o que 

compromete consideravelmente a sua utilização em sistemas de cultivo pela 

possibilidade de transferência de resistência às cepas bacterianas presentes no ambiente 

de cultivo. Por sua vez, métodos alternativos como a recombinação homóloga do DNA 

poderão permitir, num futuro próximo, a utilização de cepas bacterianas como veículo 

de produção e entrega das dsRNA ao camarões cultivados.  

Além da pesquisa aplicada à sanidade de camarões, a tecnologia do RNAi 

também tem sido de grande interesse para o estudo da reprodução de camarões 

marinhos em cativeiro. O estudo pioneiro realizado por Treerattrakool et al. (2011) para 

o estímulo da maturação gonadal e desova de camarões P. monodon em cativeiro pelo 

silenciamento por RNAi do GIH-Pm despertou a possibilidade do desenvolvimento de 

um método alternativo à ablação peduncular nesta espécie, bem como em outras 

espécies de camarões de interesse comercial, a exemplo do L. vannamei. Contudo, para 

a consolidação da tecnologia do RNAi como um método alternativo para o 

desenvolvimento gonadal e desova do L. vannamei em cativeiro é necessário ainda um 

melhor entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos no controle hormonal da 

reprodução. Paralelamente ao estudo do controle hormonal de fêmeas de camarões L. 

vannamei em cativeiro, a tecnologia do RNAi poderá contribuir para o estudo do 

controle hormonal masculino envolvido na qualidade espermática. Adicionalmente, a 

prospecção de genes por RNAi poderá auxiliar também no combate à infecções do 

tecido reprodutivo masculino que geralmente acometem as ampolas, canais deferentes e 

testículos. 
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