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RESUMO

Organismos aquaticos estdo em constante contato, em seu ambiente
natural, com uma grande quantidade de microrganismos. Em camardes,
0 sistema gastrointestinal funciona como uma importante barreira para a
entrada de agentes infecciosos e na selegdo da microbiota intestinal. No
entanto, muito do que conhecemos sobre o sistema imune de camarfes
esta restrito as reacbes de defesa que ocorrem hemolinfa e pouco ainda
se conhece a respeito da sua imunidade intestinal. Assim, o objetivo
deste trabalho foi caracterizar o perfil transcricional de genes associados
ao sistema imune de crustaceos nas diferentes regides do trato
gastrointestinal do camardo Litopenaeus vannamei. Primeiramente, foi
realizada uma andlise semi-quatitativa da expressdo de genes de
diferentes categorias funcionais em quatro regides do trato
gastrointestinal (estbmago, intestino médio, intestino posterior e
hepatopancreas) de animais estimulados ou ndo com a bactéria Vibrio
harveyi ATCC 14126 (inativada por calor). Dos 54 genes avaliados, 37
deles mostraram-se expressos no estdmago, 16 no hepatopancreas, 35 no
intestino médio e 35 no intestino posterior. As categorias funcionais
mais representadas foram os peptideos antimicrobianos ou AMPs
(estbmago e intestinos), vias de sinalizacdo celular (estbmago e
intestinos), proteinas de reconhecimento de padrdes moleculares
(hepatopancreas) e sistema de RNA de interferéncia ou RNAI (intestino
médio). Os niveis de expressdo de 19 genes candidatos foram
posteriormente quantificados por PCR quantitativa em tempo rela (RT-
gPCR) no intestino médio de animais experimentalmente infectados
com V. harveyi ATCC 14126 ou com 0 virus da Sindrome da Macha
Branca (WSSV). De maneira interessante, enquanto os genes Litvan
ALF-A (AMPs), Litvan ALF-C (AMPs) e LvDcr 2 (RNAi) foram
induzidos em resposta a infeccdo bacteriana, a expressdo do gene Litvan
ALF-A (AMPs) foi reprimida frente & infeccdo pelo WSSV. A
ocorréncia da expressdo de genes associados ao sistema imune no trato
gastrointestinal evidencia a importancia desses drgdos nos mecanismos
de defesa de camarfes, podendo estar envolvidos na manutencdo da
microbiota intestinal e/ou no controle de agentes infecciosos.

Palavras-chave: crustaceos; trato gastrointestinal; imunidade intestinal;
sistema imune inato; expressao génica.






ABSTRACT

Aguatic organisms are in constant contact, in their natural environment,
with a large number of microorganisms. In shrimp, the gastrointestinal
system acts as an important barrier to the entry of infectious agents and
in the selection of the intestinal microbiota. However, much of our
knowledge about shrimp immune system is restricted to the defense
reactions occurring in the hemolymph and little is known about the
intestinal immunity of these animals. Thus, the objective of this work
was to characterize the transcriptional profile of crustacean immune-
related genes in different regions of the gastrointestinal tract of the
shrimp Litopenaeus vannamei. Firstly, a semi-quantitative RT-PCR
analysis was performed to evaluate the expression of genes from
different functional categories in four regions of the gastrointestinal tract
(foregut, midgut, hindgut and hepatopancreas) from animals stimulated
or not with heat-killed Vibrio harveyi ATCC 14126. From the 54
analyzed genes, 37 showed to be expressed in foregut, 16 in the
hepatopancreas, 35 in midgut and 35 in hindgut. The most representative
functional categories were the antimicrobial peptides or AMPs (foregut,
midgut and hindgut), the cell signaling (foregut, midgut and hindgut),
the pattern recognition proteins (hepatopancreas) and the RNA
interference system or RNAI (midgut). Then, the expression levels of 19
candidate genes was quantified by real-time quantitative PCR (RT-
gPCR) in the midgut of animals experimentally infected with the
bacterium V. harveyi ATCC 14126 or the White Spot Syndrome Virus
(WSSV). Interestingly, while the genes Litvan ALF-A (AMPs), Litvan
ALF-C (AMP) and LvDcr 2 (RNAI) showed to be induced in response
to the bacterial infection, the expression of Litvan ALF-A (AMPs) was
down-regulated upon the WSSV infection. The occurrence of the
expression of immune-related genes in the gastrointestinal tract
highlights the importance of these organs in the shrimp immune defense,
whose may be involved in the maintenance of the intestinal microbiota
and/or in the control of infectious agents.

Keywords: crustaceans; gastrointestinal tract; intestinal immunity;
innate immune system; gene expression.
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1. INTRODUCAO

A aquicultura apresentou uma grande expansdo mundial nas
Gltimas décadas, representando um importante papel no suprimento da
demanda por proteina de origem animal para a alimentacdo humana,
bem como para o crescimento econémico de diversos paises (FAO,
2014). Além disso, a atividade contribui para a conservacao de peixes,
crustaceos e moluscos, ameacados pela pesca industrial. O cultivo de
crustdceos representa 9,7% (6,4 milhdes de toneladas) do total
produzido pela aquicultura e gera cerca de US$30,9 hilhdes (FAO,
2014). A carcinicultura se consolidou entre os anos de 1975 e 1985
devido a producdo de pds-larvas criadas em laboratorios ou extraidas de
aguas costeiras. Em 2012, foi registrado um volume global de producéo
de camardes de 3,4 milhGes de toneladas (FAO, 2014). As espécies de
camardo mais cultivadas no mundo sdo o camarao-tigre-gigante Penaeus
monodon (FABRICIUS, 1798) e o camardo do Pacifico Litopenaeus
vannamei (BOONE, 1931) (Figura 1). No ano de 2013, L. vannamei
representou 74,4% da produgdo mundial de peneideos (FAO, 2014).

Figura 1. Exemplar adulto do camardo do Pacifico Litopenaeus vannamei.

i
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Arquivo do Laboratério de

(UFSC/CCBILIAA).

Imunologia  Aplicada Aquicultura

O camardo branco representa um importante pilar na economia de
paises como China, India, Tailandia, Vietnd e Indonésia (LIU et al.,
2014). Na América Latina, os maiores produtores sdo Equador, México
e Brasil (FAO, 2012). No Brasil, a espécie foi introduzida na década de
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80, inicialmente na regido Nordeste, onde se adaptou bem as condic6es
climaticas e ambientais encontradas. Em 2012, o Brasil produziu
aproximadamente 70 mil toneladas de camardo para atender o mercado
interno, sendo os estados do Ceard e Rio Grande do Norte os principais
produtores nacionais (MPA, 2013). Em 1998, a espécie L. vannamei foi
introduzida em Santa Catarina pela Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC) e pela Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo
Rural do Estado de Santa Catarina (EPAGRI), com o intuito de
viabilizar a carcinicultura no Estado.

A intensificagdo dos sistemas de producdo e a utilizacdo das
praticas convencionais de cultivo, aliada & nutri¢do inadequada e a
perturbacGes ambientais, sdo fatores que tem ocasionado intenso
estresse no estado geral de salude dos camardes, deixando-os mais
propensos a doencas causadas por virus, bactérias, fungos e parasitas.
Surtos de doencas tém se tornado um problema no desenvolvimento
socioecondmico no panorama da aquicultura mundial e estima-se que
nos Ultimos 15 anos as perdas globais tenham sido em torno de US$ 15
bilhdes (BOSTOCK et al., 2010; FLEGEL, 2012).

Entre as principais doengas de camardes cultivados, em termos de
impacto econdmico, estdo aquelas causadas por virus, que se destacam
entre as mais severas (LIGHTNER et al., 2012). Além disso, sob
condicdes de estresse, alguns microrganismos oportunistas podem se
tornar patogénicos, como por exemplo, fungos filamentosos do género
Fusarium spp. e bactérias do género Vibrio spp. (BACHERE et al.,
2004; LIGHTNER, 2012).

Até 0o momento, alguns dos virus que foram relatados como
infecciosos para camardes peneideos foram o  parvovirus
hepatopancredtico (HPV), o virus da infeccdo hipodermal e
hematopoiética (IHHNV), o virus da cabeca amarela (YHV), o virus da
sindrome de Taura (TSV), o virus da mionecrose infecciosa (IMNV) e o
virus da sindrome da mancha branca (WSSV) (FLEGEL, 2006;
LIGHTNER et al., 2012). Entre eles, 0 WSSV se mostrou como um dos
mais devastadores por causar mortalidades que podem chegar a 100% de
2 a 7 dias ap6s o aparecimento dos primeiros sinais clinicos (CHOU
HSIN-YIU et al., 1995). Esse virus envelopado pertence a familia
Nimaviridae e possui um genoma de DNA dupla fita circular com
replicacdo nuclear (ESCOBEDO-BONILLA et al., 2008). Ele é capaz de
infectar todos os crustaceos da ordem Decapoda, infectando células de
diversos tecidos dos animais (KOU et al., 1998). Uma vez que 0 WSSV
infecta as células imunocompetentes dos crustdceos (hemdcitos), o
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sistema imunoldgico desses animais fica seriamente comprometido
desde o inicio do processo infeccioso (WANG et al., 2002).

O primeiro relato do WSSV em cultivos ocorreu em Taiwan em
1992 e, desde entdo, tem sido considerado um dos mais devastadores
patégenos para a carcinicultura (FLEGEL, 2012; LIGHTNER, 2012).
No estado de Santa Catarina, 0 WSSV foi o principal responsavel pelo
declinio da carcinicultura cuja producdo era de 4.189 toneladas em
2004, passando para 180 toneladas em 2014 (EPAGRI, 2015). Até o
presente momento, a atividade néo se restabeleceu no Estado. Somado a
isto, a partir de 2005, a presenca do WSSV foi constatada em cultivos de
varios estados do Nordeste brasileiro (CAVALLI et al., 2010).

Entre as bactérias causadoras de doencas, as que pertencem ao
género Vibrio spp. s@o consideradas as mais comuns na carcinicultura.
Elas fazem parte da microbiota natural de camardes
(RUNGRASSAMEE et al., 2013), mas podem se tornar pat6genos
primarios quando a populacdo bacteriana aumenta. Em infec¢des
secundarias, espécies de Vibrio spp. estdo comumente associadas a
perdas nos estagios larvais ou em juvenis (SAULNIER et al., 2000). As
espécies mais frequentemente associadas a mortalidades em camardes
sdo V. harveyi, V. alginolyticus e V. penaeicida (SUNG et al., 2001).

Uma vibriose emergente em camardes peneideos que vem
causando grandes perdas econémicas nas fazendas de cultivo é a doenca
da necrose hepatopancreéatica aguda (AHPNS), anteriormente conhecida
por sindrome da mortalidade precoce (EMS). O agente etiolégico da
EMS foi identificado como sendo cepas de V. parahaemolyticus
portadoras de um gene especifico que ndo é encontrado em outras cepas
(ZORRIEHZAHRA; BANAEDERAKHSHAN, 2015). A AHPNS afeta
pos-larvas de 20 a 30 dias e, frequentemente, causa 100% de
mortalidade. Essa enfermidade foi inicialmente descrita na China em
2010 (FAO, 2012). Em 2011 foi confirmada no Vietnd e na Malésia
(LIGHTNER et al., 2012), no ano seguinte alcancou a Tailandia
(FLEGEL, 2012) e, em seguida, o México (NUNAN et al., 2014). Até o
momento, ndo ha relatos dessa vibriose no Brasil.

Frente a esses microrganismos causadores de doengas, 0s
camar@es possuem mecanismos de defesa. A carapaca e cuticula externa
desses animais oferecem uma eficiente barreira contra a entrada de
microrganismos patdgenos (MARTIN et al., 2006), porém alguns
epitélios desprovidos de protecdo fisica como o intestino médio
constituem um local de vulnerabilidade para a entrada de agentes
invasores (LOVETT; FELDER, 1990). Em muitos casos, O0s
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mecanismos de defesa do trato gastrointestinal sdo suficientes para
proteger o hospedeiro de patdégenos, mas alguns deles conseguem
ultrapassar essas barreiras e entrar no corpo do animal, podendo causar
doencas (SOONTHORNCHAI et al., 2010).

1.1. SISTEMA GASTROINTESTINAL DE CAMAROES

O trato gastrointestinal dos peneideos é tubular, apresenta uma
abertura anterior (boca) e outra posterior (anus), sendo dividido em
intestino anterior (es6fago e estdbmago), intestino médio e intestino
posterior (reto e anus), e inclui ainda a glandula digestiva
hepatopancreas (Figura 2). Os intestinos anterior e posterior s&o
revestidos por uma camada quitino-proteica que é renovada a cada muda
(GUILLAUME; CECCALDI, 1999) e o intestino médio é revestido por
uma membrana peritrofica acelular e porosa, que permite a absorgdo
seletiva de nutrientes e é composta por fibrilas quitinosas associadas a
glicoproteinas e proteoglicanas (MCGAW,; CURTIS, 2013; WANG et
al., 2012a).

Figura 2. Orgdos do trato gastrointestinal do camaro Litopenaeus vannamei.

Os diferentes 6rgdos do trato gastrointestinal estdo indicados no dorso de um
espécime juvenil (figura superior) e numa representacao ilustrativa longitudinal
(figura inferior): estbmago (vermelho), hepatopancreas (amarelo), intestino
médio (verde) e intestino posterior (azul).
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A boca é formada por um labro rigido e circundada por apéndices
(maxilas, maxilulas, mandibulas e maxilipedes) especializados na
quimiorrecepcdo e apreensdo dos alimentos. O es6fago possui funcéao
basica de conduzir o alimento ao estdmago. O estbmago ou
proventriculo é dividido em porcdo anterior (cdmara cardiaca) e
posterior (camara pilérica), separadas por uma valvula cardio-pildrica.
As duas camaras sdo compostas por pecas calcéreas articuladas movidas
por musculos especificos localizados na parede externa. Na camara
cardiaca, estdo algumas pecas mais fortes e mais calcificadas (ossiculos,
discos e dentes), formando o moinho gastrico, cuja funcéo é triturar os
alimentos. Na cdmara pil6rica, encontram-se pegas menores e menos
calcificadas que participam do processo de filtracdo. A a¢do combinada
dessas pegas possibilita a maceracdo do alimento e impede a passagem
de grandes particulas para o intestino médio. A camara pilérica é
dividida em porcdo dorsal e ventral. A porcdo dorsal possui sulcos
laterais que levam o alimento ao intestino médio, em contrapartida, a
porcao ventral possui um sistema de indmeras microcerdas que filtram
as particulas que passam para a glandula digestiva (filtro-prensa).
Apenas particulas menores que 1 um e fluido gastrico passam por essa
rede de cerdas (LIN, 2000).

A glandula do intestino médio dos peneideos, como também é
chamado o hepatopancreas, esta localizada na regido cefalotoraxica e é
constituida por dois I6bulos simétricos, que podem representar até 6%
da massa corporal dos animais. Ele é formado por uma centena de
tibulos cegos que desembocam em cémaras que se abrem na porcao
pilérica do estdbmago. No interior dos tlbulos se distinguem zonas de
diferenciacdo celular e zonas responsaveis pela secrecdo de enzimas e
absorcdo de nutrientes. Essas enzimas sdo secretadas para o estdmago,
onde sdo distribuidas ao longo do limen do intestino médio em um
gradiente de concentragdio (ALEXANDRE et al., 2014). O
hepatopancreas possui  fungBes fundamentais no metabolismo
(armazenamento de substancias de reservas, digestdo e absorcdo de
nutrientes, manutencdo de reservas minerais e substancias organicas,
metabolismo de lipideos e carboidratos, distribuicdo das reservas
estocadas durante o periodo de intermuda, catabolismo de compostos
organicos, sintese e secrecdo de enzimas digestivas) (CECCALDI,
1997), mas também no sistema imunoldgico por ser um importante sitio
de producdo e secre¢do de imunoefetores para a hemolinfa (GROSS et
al., 2001; LUO et al., 2006).

O intestino médio se estende dorsalmente desde o final da cAmara
pilérica do estbmago, ao longo dos segmentos abdominais, até o reto.
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Suas paredes apresentam cecos ou diverticulos volumosos, onde se
distinguem células nervosas, hemocitos e células enddcrinas. Nessa
regido, sdo secretados 0 muco e a pelicula de quitina que envolve as
fezes, pelicula essa que ndo impede a absor¢cdo dos nutrientes residuais.
E no intestino médio que ocorre parte da digestdo e absorcdo de
nutrientes (DALL; MORIARTY, 1983). Finalmente, o0 intestino
posterior, formado pelo reto e anus, é tubular e serve para comprimir as
fezes antes de serem eliminadas através do anus, localizado na parte
distal do télson no abdémen inferior.

1.1.1. Revestimento do intestino médio: membrana peritréfica

A membrana peritrofica (MP) é uma estrutura acelular e porosa
gue reveste 0 intestino médio, a qual serve como barreira entre o limen
e o epitélio intestinal (WANG et al., 2012b) e protege o intestino de
abrasGes mecénicas. Além disso, a MP estabelece subdivisGes
funcionais no limen do intestino para facilitar a digestéo, prevenindo a
ligacdo de patdgenos e materiais ndo especificos as células epiteliais,
servindo assim como um ultrafiltro para regular as trocas de nutrientes e
enzimas digestivas (PETERS, 1992). A MP é composta por fibrilas de
quitina associadas com glicoproteinas e proteoglicanos (HEGEDUS et
al., 2009).

O processo digestivo é auxiliado pela compartimentalizagdo do
limen do intestino em espaco endoperitréfico (entre o epitélio e a
membrana peritrofica) e espaco ectoperitrofico (entre a membrana
peritréfica e o lumen), e também pela imobilizacdo de enzimas
digestivas, permitindo a aquisicdo eficiente de nutrientes e reutilizacdo
de enzimas hidroliticas. A MP envolve as fezes e permanece intacta
durante vérias horas. Entre as enzimas presentes na membrana
peritréfica, estd a quitinase, responsavel por romper ligacdes
glicosidicas de quitina. Ela controla a porosidade da membrana,
influenciando no processo digestivo (SHEN; JACOBS-LORENA,
1998).

1.1.2. Microbiota intestinal

O ambiente marinho possui uma alta concentracdo de bactérias
(até 107 células por mililitro) (MAEDA, 2002) que podem se associar a
diferentes drgéos e tecidos dos organismos ali presentes. As populactes
bacterianas podem estabelecer relagdes transitérias ou residentes, e
muitos fatores como a estrutura interna, a MP, dieta, condigdes do
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hospedeiro e estacdo do ano, podem afetar as popula¢fes bacterianas
intestinais (HARRIS, 1993).

A microbiota intestinal de L. vannamei é dominada por bactérias
do filo Proteobacteria, com baixa abundancia dos filos Firmicutes e
Bacteroidetes (XIONG et al., 2015). Entre os grupos de Proteobacteria
foram identificadas as bactérias dos géneros Vibrio spp. e
Pseudoalteromonas spp. associadas a microbiota natural do trato
gastrointestinal, sendo o primeiro o mais abundante (GOMEZ-GIL et
al., 1998; LIU et al., 2011; TZUC et al., 2014). Ambos 0s géneros sao
amplamente distribuidos no ambiente marinho e possuem associacao
com uma grande variedade de organismos, 0 que se deve a capacidade
de sobreviver e se reproduzir sob as condi¢des do trato gastrointestinal
(HOFFMAN; DECHO, 2000). Em P. monodon, bactérias do filo
Proteobacteria também sdo as mais abundantes do intestino
(CHAIYAPECHARA et al, 2012), mas outros filos como
Actinobacteria, Fusobacteria, Bacteroides e Firmicutes podem ser ainda
encontrados (RUNGRASSAMEE et al., 2013).

As comunidades  bacterianas podem se  diferenciar
substancialmente entre os diferentes habitats, as quais dependem do
estado de salde do hospedeiro. A variacdo da microbiota entre os
diferentes estados de salde ndo é um processo aleatério, onde a
mudanca pode ocorrer gradualmente (WANG; WANG, 2015). Além do
trato gastrointestinal, outros 6rgdos internos de camardes também
podem ser colonizados por microrganismos comensais (FAGUTAO et
al., 2009; PONPRATEEP et al.,, 2012). Segundo alguns autores, a
hemolinfa também pode conter bactérias, as quais se proliferam
significativamente em situacfes de estresse ou quando a expressao de
efetores imunologicos sdo temporariamente reprimidos através de
silenciamento pos-transcricional (WANG; WANG, 2015).

Assim como ocorre no trato digestorio de humanos e insetos,
acredita-se que a microbiota natural de camardes seja importante ndo s6
nos processos de digestdo e absorcdo de nutrientes, mas também na
prevencdo e no combate a infeccbes (BROWN; SADARANGANI;
FINLAY, 2013; RAMIREZ et al., 2013). A microbiota natural pode
formar uma protegdo que dificulta o estabelecimento dos patdgenos
através da competicdo por recursos e/ou producdo de componentes
antimicrobianos e/ou estimulacdo do sistema imune do hospedeiro
(OELSCHLAEGER, 2010). Apesar de as bactérias intestinais de
animais aquaticos terem um papel singular no desenvolvimento do trato
gastrointestinal, nutricdo, respostas imunes e resisténcia a doengas, as
funcbes e os fatores que afetam esses microrganismos ndo sdo ainda
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bem compreendidos (TANG; TURK; GROSSART, 2010). No entanto,
sabe-se que, sob situacBes de estresse, o equilibrio das populacfes de
microrganismos que constituem a microbiota pode ser rompido, abrindo
uma frente para que patdgenos oportunistas se disseminem, podendo
causar infeccbes (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2014).

1.2. SISTEMA IMUNE DE CAMAROES

Para se proteger dos patdgenos, os camardes contam com
eficientes mecanismos de defesa. No entanto, eles ndo contam com o
arsenal do sistema imune adaptativo presente nos vertebrados
mandibulados, assim, eles ndo possuem anticorpos e células de memdria
(linhagem linfocitica) que Ihes conferem uma protecdo altamente
especifica e a longo prazo (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2014).

A primeira linha de defesa é proporcionada por uma carapaga
externa rigida ou exoesqueleto. Além disso, grande parte do trato
gastrointestinal é revestida por quitina e consiste em um ambiente acido
e cheio de enzimas digestivas e efetores antimicrobianos
(SOONTHORNCHAI et al., 2010). De maneira geral, as respostas de
defesa mais conhecidas em crustaceos sdo aquelas ligadas a hemolinfa,
tecido fluido responsavel por transportar nutrientes, excretas,
hormdnios, oxigénio e componentes do sistema imune. A hemolinfa é
composta por uma fracdo celular, que contém as células
imunocompetentes ou hemécitos, e uma fracdo liquida (plasma), onde se
encontram dissolvidos os fatores humorais.

1.2.1. Imunidade celular e humoral

As respostas imunoldgicas celulares e humorais atuam de forma
integrada, porém sdo 0s hemacitos os responsaveis pela grande maioria
das reacdes de defesa conhecidas em crustaceos. Essas respostas de
defesa estdo baseadas no reconhecimento de padr6es moleculares
associados a microrganismos (MAMPs) por proteinas de
reconhecimento de padrdes moleculares (PRPs) presentes na superficie
ou na membrana endossomal dos hemdcitos ou em solugdo no plasma
(BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2014). Os MAMPs podem ser
polissacarideos e glicoproteinas, como os lipopolissacarideos (LPS) de
bactérias Gram-negativas, peptidoglicanas e &cido lipoteicoico de
bactérias Gram-positivas, glicanas de fungos e &cidos nucleicos de virus,
como DNA simples-fita e RNA dupla-fita (dSRNA)
(CHRISTOPHIDES; VLACHOU; KAFATOS, 2004; JENSEN;
THOMSEN, 2012) e ativam diferentes respostas celulares e humorais de
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defesa, que atuam em sinergismo na protecdo contra 0s patdgenos
(Figura 3).

As reacOes celulares de defesa dos crustaceos compreendem a
fagocitose de agentes invasores, infiltracdo hemocitaria, formagdo de
capsulas e nddulos e armadilhas extracelulares de acidos nucleicos
(BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2014). A ativacdo dessas
respostas podem acionar diferentes vias de sinalizacdo celular (Toll,
IMD e JAK/STAT) que levam a indugdo de diferentes efetores
imunoldgicos (Figura 3). O envolvimento das vias Toll, IMD e
JAK/STAT na regulacdo das respostas imunolégicas de invertebrados
foi intensivamente estudado na mosca da fruta Drosophila
melanogaster. O receptor responsavel pela transducdo de sinal (Toll)
reconhece a citocina spétzle que se encontra no plasma na forma inativa
e é processada via uma cascata proteolitica, na sua forma ativa ap6s o
reconhecimento de bactérias Gram-positivas e/ou fungos. A via IMD,
comparativamente, é ativada através do reconhecimento de bactérias
Gram-negativas por proteinas que reconhecem peptidoglicanas (PGRP)
(CIRIMOTICH et al., 2012). Em camardes, muitos homélogos das vias
Toll e IMD de Drosophila tém sido identificados, e suas func¢@es na
resposta imune contra bactérias e virus tém sido verificadas (LI;
XIANG, 2013).
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Figura 3. Respostas imunoldgicas induzidas nos hemaécitos de crustaceos.
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A via JAK/ISTAT (Janus Kinase-Signal Transducers and
Activators of Transcription), que inclui o receptor Domeless, a JAK
tirosina quinase Hopscotch (Hop) e o fator de transcricdo STAT, estd
envolvida na regulacdo de diferentes respostas de defesa (AGAISSE;
PERRIMON, 2004). Homdlogos da proteina STAT foram identificados
em diferentes espécies de camarfes, como L. vannamei, Fennepenaeus
chinensis, P. monodon e Marsupenaeus japonicus (SUN et al., 2011;
WEN et al., 2013). Em L. vannamei, essa via parece estar diretamente
implicada nas defesas antivirais contra 0 WSSV (CHEN et al., 2011;
WEN et al., 2013). No entanto, estudos muito recentes demonstraram
que durante a replicacdo do WSSV, miRNAs (microRNAs) codificados
pelo seu genoma promovem o silenciamento de componentes-chave da
via JAK/STAT de L. vannamei, favorecendo assim a infeccdo viral
(REN et al., 2015).

No caso dos insetos, as vias de sinaliza¢do além de participar da
regulacdo da expressdo de peptideos antimicrobianos (AMPS) no corpo
gorduroso, elas atuam ainda na manutencdo da microbiota natural
presente no Iimen do intestino (CIRIMOTICH et al., 2010).
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Em camardes, por sua vez, pouco se conhece ainda a respeito do
envolvimento das vias imunologicas de sinalizacdo celular no controle
da microbiota endobionte e na regulacdo da expressdo de AMPs. Em
peneideos, quatro principais familias de AMPs foram descritas e
caracterizadas: as peneidinas (sub-grupos PEN1/2 a PENS5), os fatores
anti-lipopolissacarideos (Grupos ALF-A a ALF-E), as crustinas (Tipos |
a Tipo V) e as stylicinas (I e 1) (ROSA; BARRACCO, 2010). Essas
familias sdo compostas por diferentes membros e podem apresentar uma
atividade antimicrobiana contra diferentes grupos de microrganismos,
como bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, leveduras e fungos
filamentosos (TASSANAKAJON et al., 2010). Além de atuarem nas
respostas de defesa, alguns AMPs estdo envolvidos na manutengéo da
microbiota endobionte naturalmente presente na hemolinfa de animais
saudaveis (WANG; WANG, 2015).

Outras respostas humorais de defesa também podem ser ativadas
ap6s o reconhecimento dos agentes invasores, como a ativacdo do
sistema da pré-fenoloxidase (proPO), a coagulacdo da hemolinfa e a
aglutinacdo mediada por lectinas (Figura 3). O sistema proPO é uma
das principais respostas imunoefetoras, desencadeada por bactérias
Gram-negativas e fungos (AMPARYUP; CHAROENSAPSRI;
TASSANAKAJION, 2013; JIRAVANICHPAISAL; LEE;
SODERHALL, 2006). Os componentes desse sistema sio liberados dos
hemécitos durante as infeccGes, decorrentes da degranulacdo e/ou lise
celular. O processo envolve uma série de reagdes quimicas em cascata
gue liberam moléculas altamente tdxicas, como as quinonas,
hemiquinonas e radicais livres, liberando a melanina como produto final
(BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2014).

Outro mecanismo imunoldgico importante é o processo de
coagulacdo, essencial para impedir a perda da hemolinfa e a
disseminacdo de patdgenos em caso de injdria no animal. Em
crustaceos, a proteina chave neste processo é a proteina de coagulagéo,
gue forma coagulos por meio de reacGes mediadas pela proteina
transglutaminase (MARTIN et al., 1991; MUTA; IWANAGA, 1996).
H& também o processo imunoldgico de aglutinacdo mediada pelas
lectinas, que sdo proteinas com capacidade de se ligar a carboidratos
especificos da superficie de diferentes células. Além de atuarem como
PRPs em invertebrados, as lectinas participam da adesdo celular,
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opsonizagdo e formacgdo de nodulos (LEE; SODERHALL, 2002). A
maioria das lectinas envolvidas no sistema imune pertence a
superfamilia das lectinas do tipo-C (DRICKAMER; TAYLOR, 1993) e
sdo proteinas plasmaticas sintetizadas, em sua grande maioria, pelo
hepatopancreas (LUO et al., 2006).

1.2.2. Imunidade antiviral

As respostas antivirais de crustaceos baseiam-se principalmente
na fagocitose, apoptose celular e autofagia (WANG et al., 2011), no
sistema de RNA de interferéncia (RNAI) e na producdo de citocinas do
tipo interferon (interferon-like). A apoptose e a autofagia sdo processos
fisiolégicos de reciclagem e morte celular e que tém sido associados a
mecanismos de protecdo celular contra virus. A infeccdo por WSSV
pode induzir sinais caracteristicos de apoptose (fragmentacdo nuclear,
fragmentacdo do DNA cromossomal e aumento da atividade de
caspases) em diferentes tecidos. A apoptose também é conhecida como
um mecanismo de defesa contra os virus TSV e YAV. A ocorréncia de
uma difusdo rapida e progressiva de apoptose em P. monodon infectado
com YHV é a principal causa de disfuncdo e morte do hospedeiro
(FLEGEL; SRITUNYALUCKSANA, 2011). Visto isso, a inducdo da
apoptose so se torna efetiva como resposta antiviral se for acionada num
estagio precoce da infeccdo, podendo limitar a producdo de particulas
virais e reduzir ou eliminar a propagacdo da progénie viral para outros
tecidos (XU et al., 2014).

O RNA de interferéncia (RNAI) demonstrou ter um papel
fundamental nas respostas antivirais de artrépodes (WANG et al., 2006).
A administragdo in vivo de dsRNA de sequéncia longa (>100 pb) em L.
vannamei é capaz de induzir uma imunidade antiviral em resposta a essa
estrutura molecular caracteristica de virus (ROBALINO et al., 2009). Os
dsRNAs séo reconhecidos e clivados pela endoribonuclease do tipo IlI
citosdlica, denominada Dicer, em RNAs menores (21-25 pb) ou small
interference RNAs (siRNAs). Os siRNAs resultantes sdo incorporados a
um complexo multiproteico citosélico ou RISC (RNA-induced silencing
complex) que ira degradar a fita senso, correspondente ao mRNA viral, e
utilizar a fita antissenso como molde para hibridizar e degradar mMRNA
virais cognatos, pela acdo da slicer Argonauta (LABREUCHE; WARR,
2013). Uma vez ligado ao RNAm, as sequéncias complementares serdo
degradadas, impedindo a formacdo da proteina (BARTHOLOMAY et
al., 2012) (Figura 4).
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Enquanto o RNAIi provoca uma resposta antiviral sequéncia-
especifica, sequéncias inespecificas de dsSRNA podem causar, de forma
menos eficiente, um aumento da resisténcia a infeccdo por virus nao-
relacionados (ROBALINO et al., 2004). Foi demonstrado que essas
sequéncias interferem na replicacdo viral e causam um estado antiviral
inespecifico e muito semelhante ao que é produzido por interferons
(IFNs) de mamiferos (interferon-like) (LI et al., 2013). Em mamiferos,
essas citocinas desencadeiam a ativacdo de multiplas vias intracelulares
que interferem no ciclo de vida viral, limitando a amplificagdo e o
espalhamento dos virus no hospedeiro e atenuando assim 0 processo
infeccioso (GUIDOTTI; CHISARI, 1999). Recentemente, foi
identificada uma proteina denominada interferon regulatory factor
(IRF) no camardo L. vannamei, que contém um dominio conservado
homologo aos IFN de mamiferos. Essa proteina € expressa
principalmente no ceco pilérico, hepatopancreas e intestino, sugerindo
que a sinalizacdo da via IRF pode ocorrer em células especificas desses
tecidos. A infeccdo com WSSV mostrou que a IRF é um fator
transcricional induzido por virus (LI et al., 2013).
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Figura 4. Figura esquematica dos processos celulares dependentes do
mecanismo de RNA de interferéncia (RNAI).
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durante a replicagdo (A). Durante a indugdo da resposta antiviral, 0 dsRNA &
processado pela Dicer-2 em siRNAs, que se ligam ao complexo RISC contendo
Ago2. Quando essa sequéncia encontra complementariedade no RNA viral,
haverd a degradagdo desse material genético. O reconhecimento do dsRNA
citoplasmatico inicia uma cascata de sinalizagdo, que resulta na ativacdo de
efetores antivirais e a modulagdo positiva da maquinaria de RNAI (B).

Fonte: SABIN; CHERRY, 2013.
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1.2.3. Imunidade local e intestinal

Além das respostas celulares e humorais que ocorrem na
hemolinfa, os crustaceos contam ainda com respostas locais de defesa.
Sabe-se que, em artropodes, 0 exoesqueleto e o trato gastrointestinal
formam uma barreira protetora para infeccBes. Porém, quando a
integridade desses tecidos é reduzida, seja por injlria ou infeccéo, as
células e moléculas imunolbgicas montam uma resposta imune inata
imediata contra os microrganismos. O reconhecimento do patdgeno e 0s
danos teciduais iniciam processos que envolvem inflamacédo, formacao
de um novo tecido e reorganizacao tecidual.

Os primeiros estudos acerca de imunidade local e intestinal de
camarfes datam do inicio dos anos 2000. Esses primeiros trabalhos
identificaram, por meio de técnicas transcriptbmicas, o primeiro painel
de genes associados ao sistema imune em Orgdos como branquias e
hepatopéncreas (GROSS et al., 2001; ROBALINO et al., 2007). De
maneira interessante, o perfil de expressdo génica nas branquias € muito
similar aquele encontrado nos hemacitos e diferente daquele encontrado
nos hepatopancreas (ROBALINO et al., 2007). Um trabalho pioneiro de
Soonthornchai e colaboradores (2010) mostrou que a ingestdo oral de V.
harveyi em poés-larvas de P. monodon causa uma destruicdo massiva do
sistema digestorio, especialmente do hepatopancreas e do intestino
médio, além de induzir a expressdo de alguns genes associados ao
sistema imune, como uma lectina do tipo-C e diferentes AMPs. Entre 0s
AMPs identificados, a familia dos ALFs parece desempenhar um papel
essencial nessas respostas de defesa. Foi demonstrado que o
silenciamento pos-transcricional (via RNA de interferéncia) de ALFPm3
(Grupo ALF-B) pode levar a uma mortalidade de 86% de camarGes da
espécie P. monodon em 7 dias, devido ao aumento descontrolado da
comunidade microbiana presente naturalmente na hemolinfa e no
hepatopancreas desses animais (PONPRATEEP et al., 2012).

Assim como acontece em insetos vetores (mosquitos,
flebotomineos, barbeiros), o trato gastrointestinal de camardes (em
especial a regido medial do intestino) é considerada uma importante via
de acesso para agentes infecciosos. No entanto, apesar dos recentes
avangos na caracterizagdo do sistema imune de crusticeos, a grande
maioria dos estudos esta essencialmente voltada para as respostas de
defesa cléssicas, que ocorrem na hemolinfa. O conhecimento sobre a
imunidade intestinal de crustaceos ainda € muito limitado e um maior
entendimento sobre a fisiologia e a capacidade imunolégica do intestino
é necessario devido ao fato de ser um dos principais sitios da entrada de
patégenos.
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Tendo em vista que os camardes sdo animais bentdnicos,
omnivoros e que praticam canibalismo, o trato intestinal desses animais
se apresenta como uma potencial via de contaminacdo/infeccdo,
esperando-se assim, em contrapartida, que seja um local de intensa
atividade imunitaria. Além disso, o trato gastrointestinal pode exercer
um importante papel na administracdo oral de profilaticos, na aplicacdo
de probidticos para promover a salde de espécies cultivadas
(VERSCHUERE et al., 2000) e no que diz respeito a nutricdo e as
doencas dessas espécies (FORTUN-LAMOTHE; BOULLIER, 2007
FUKATSU; KUDSK, 2011).

Nos dltimos anos, o desenvolvimento de técnicas gendmicas e
transcriptdmicas em larga escala permitiu a identificacdo de importantes
efetores do sistema imune de camardes, 0s quais tém sido visados para
um potencial uso em Aquicultura (ROBALINO et al., 2009). Em
especial, a recente descoberta de assinaturas moleculares associadas a
resisténcia de camardes a infecgdes bacterianas tém aberto novas
possibilidades para o desenvolvimento de ferramentas para o controle de
enfermidades nos cultivos (DE LORGERIL et al., 2008). Além disso, o
conhecimento da microbiota natural presente nesses organismos e a sua
interacdo com o sistema imune tem o potencial de fornecer subsidios
valiosos para o0 estabelecimento de pardmetros de salde e o
desenvolvimento de imunomarcadores, importantes para a sanidade
animal e para programas de selecdo genética de reprodutores mais
resistentes a infeccdes.
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2. HIPOTESE

Genes associados ao sistema imune de crustaceos sdo expressos
nas diferentes regifes do trato gastrointestinal do camardo Litopenaeus
vannamei e modulados no intestino médio frente infeccdes bacterianas e
virais.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar o perfil transcricional de genes associados ao sistema
imune no trato gastrointestinal de camardes juvenis da espécie
Litopenaeus vannamei.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar se genes relacionados ao sistema imune de
crustaceos sdo expressos no trato gastrointestinal do camardo L.
vannamei;

- Verificar a distribuicdo da expressdo desses genes nas
diferentes regiGes do trato gastrointestinal (estbmago, hepatopancreas,
intestino médio e intestino posterior) em comparagdo aos hemacitos;

- Analisar a modulacdo desses genes nas diferentes regides do
trato gastrointestinal frente a um estimulo microbiano;

- Comparar o perfil transcricional de genes expressos no
intestino médio de camarBes experimentalmente infectados com a
bactéria Vibrio harveyi ATCC 14126 ou com o virus da Sindrome da
Macha Branca (WSSV).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ANIMAIS

Foram utilizados camarfes juvenis da espécie Litopenaeus
vannamei (10 £ 1 g), de ambos os sexos, cedidos pelo Laboratério de
Camardes Marinhos  do Departamento  de  Aquicultura
(UFSC/CCAJ/LCM). Os animais foram mantidos no Setor de Aquarios
do Laboratério de Imunologia Aplicada a Aquicultura
(UFSC/CCBI/LIAA) e aclimatados por sete dias em tanques contendo
aproximadamente 100 L de agua salgada, com aeragcdo constante e
renovagdo diaria da agua de 50%. Os animais foram alimentados uma
vez ao dia com racdo comercial da marca Guabi (POTIMAR 35 EXT) a
uma biomassa de 2% do peso corporal. A temperatura do ar foi mantida
a 26°C, sendo que a temperatura da adgua permaneceu a 23°C durante
todo o periodo do experimento.

4.2. ESTIMULO MICROBIANO E INFECCOES
EXPERIMENTAIS

4.2.1. Estimulo microbiano

Para preparar o estimulo bacteriano, foi utilizada a bactéria
marinha Gram-negativa Vibrio harveyi (ATCC 14126). A cultura de V.
harveyi foi realizada em meio LB-NaCl (1% peptona, 0,5% extrato de
levedura, 3% NaCl, pH 7,2) a 20°C por um periodo de 12-16 h sob
agitacdo (150 rpm). Em seguida, a cultura bacteriana foi centrifugada
(1.000 xg por 10 min) e suspendida em agua do mar filtrada (0,45 pm).
A concentragdo bacteriana foi entdo ajustada espectrofotomicamente
(Biowave Il WPA®) para a densidade o6ptica DOgoonm = 0,52,
correspondente a 5x108 CFU/mL. As bactérias foram inativadas a 70°C
por 20 min e plagueadas em meio LB-NaCl agar (LB-NaCl acrescido de
1,5% de agar) para confirmacéo da eficiéncia do tratamento.

Apos sete dias de aclimatacdo, os animais foram acondicionados
em tanques contendo 16 L de &gua salgada (5 animais/tanque), 0s quais
seguiram por mais 48 h sem alimentacdo. Em seguida, foi injetado
intramuscularmente (n=5), entre o primeiro e 0 segundo segmento da
regido dorsal, 100 pL da solucdo contendo as bactérias inativas (5x107
CFU/animal). Apds 48 h, foi realizada a coleta da hemolinfa e a
disseccdo dos seguintes 6rgdos: estdbmago, hepatopancreas, intestino
médio e intestino posterior (vide item 4.3). Como controle, foram
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utilizados animais ndo estimulados/infectados (grupo naive) (n=5)
(Figura 5).

Figura 5. Esquema ilustrativo do ensaio de estimulo microbiano e das infecgdes
experimentais.

-7 dias 0 + 2 dias
Sem alimentagdo

Aclimatagdo Pos - infecgdo

Estimulo / Infecgdo

-7 dias: periodo de aclimatagdo dos animais. Dia 0: estimulo
microbiano/infec¢des experimentais. Dia 2: coleta dos tecidos.

4.2.2. Infecgdo experimental bacteriana

Para os ensaios de infeccdo bacteriana, foi utilizada a bactéria V.
harveyi (ATCC 14126). Apos o periodo de aclimatacdo de sete dias, 0s
camard@es foram injetados intramuscularmente (n=30), entre o primeiro e
0 segundo segmentos abdominais da regido dorsal, com 100 pL de um
indculo bacteriano vivo (6x107 CFU/animal). Essa dose bacteriana foi
anteriormente padronizada no nosso laboratdrio, a qual é capaz de matar
50% dos animais (DLsg). Apds a injecdo, os camardes foram dispostos
em caixas contendo 16 L de agua salgada (5 animais/caixa) com
renovacao diaria de 50%. Animais naive (n=15) e injetados com agua do
mar estéril (n=15) foram utilizados como controle (Figura 5). Os
camardes ficaram sem alimentacdo nas 48 h seguintes, quando foi
realizada a coleta do intestino médio (3 grupos de 5 animais/condicao),
conforme descrito no item 4.3.

4.2.3. Infeccdo experimental viral

Para os ensaios de infecgéo viral, foi utilizado o virus causador da
Sindrome da Macha Branca (WSSV). Para o preparo do inoculo viral,
10 g de tecido muscular (abdome) de camar@es diagnosticados positivos
para o WSSV, foram homogeneizados em tampdo Tris-NaCl estéril e
gelado (330 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 7,4) (1:10; p:v) e centrifugados
(3.000 xg por 30 min a 4°C). O sobrenadante foi recuperado e
centrifugado (12.000 xg por 40 min a 4°C), filtrado (0,45 pum) e
armazenado em nitrogénio liquido. Seguindo a mesma metodologia, foi
preparado um inéculo livre de WSSV, utilizando tecido muscular de
animais diagnosticados como negativos para o virus.
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De maneira semelhante ao desafio bacteriano, apds o periodo de
aclimatacdo, os animais foram injetados intramuscularmente (n=15),
entre 0 primeiro e 0 segundo segmentos abdominais da regido dorsal,
com 100 pL do inéculo viral (3x102 cépias gendmicas/animal). Essa
dose viral foi previamente padronizada em nosso laboratério, a qual é
capaz de matar 50% dos animais (DLsg). Apés a injecdo, os camardes
foram dispostos em caixas contendo 16 L de &gua salgada (5
animais/caixa) com renovacdo diaria de 50%. Como controle, foram
utilizados animais naive (n=15) e animais injetados com 100 pL do
inéculo livre de WSSV (n=15) (Figura 5). Ap6s 48 h sem alimentacéo,
foi realizada a coleta da por¢do medial do intestino de todos os animais
(3 grupos de 5 animais/condicao), conforme descrito no item 4.3.

4.3. COLETA DOS TECIDOS

A extracdo da hemolinfa se deu pela regido ventral do abdémen,
entre o Ultimo esternito cefalotoracico e o primeiro abdominal, por
insercdo de uma agulha (13x0,4 mm) acoplada a uma seringa estéril de
1 mL. A hemolinfa foi coletada na presenga de solugdo anticoagulante
(Solugdo de Alsever Modificada ou MAS: 336 mM NaCl, 115 mM
glicose, 27 mM citrato de sodio, 9 mM EDTA, pH 7,2) (1:2;
hemolinfa:MAS), centrifugada (1.500 xg por 10 min a 4 °C) e o
precipitado celular suspendido em 1 mL de TRIzol® (Thermo
Scientific®). Apds a extracdo da hemolinfa, os camarbes foram
sacrificados por hipotermia (-20°C por 20 min) para a disseccdo das
seguintes regides do trato gastrointestinal: estdmago, hepatopancreas,
intestino médio e intestino posterior (Figura 2). Ap6s a coleta, os
tecidos foram lavados em solugdo Tris-NaCl gelado (10 mM Tris, 330
mM NaCl, pH 7,4). Em seguida, as amostras foram maceradas em
TRIzol® (Thermo Scientific®) com o auxilio de pistilos estéreis
acoplados ao homegeneizador VWR® Disposable Pellet Mixers and
Cordless Motor e centrifugadas a 12.000 xg por 10 min a 4°C. Os
sobrenadantes foram coletados e conservados a -20°C para a posterior
extracdo de RNA total.

4.4. EXTRACAO DE RNA TOTAL E SINTESE DE cDNA

Para extracdo do RNA total, os hemécitos e tecidos conservados
em TRIzol® (Thermo Scientific®) foram homogeneizados e submetidos
a extracdo com cloroférmio (5 TRIzol®:1 cloroférmio). Apds
centrifugacdo (12.000 xg por 15 min a 4°C), o RNA obtido foi
precipitado com isopropanol e lavado com etanol 75% gelado por duas
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vezes. O precipitado de RNA foi suspendido em 4&gua livre de
DNA/RNA/DNases/RNases a 65°C. Em seguida, as amostras foram
tratadas com 1 U de DNase I (Thermo Scientific®) por 15 min a 37°C.
Apos a inativagdo da DNase | (65°C, 15 min), as amostras foram
precipitadas com 0,3 M acetato de sédio (pH 5,2) e isopropanol (1:1;
v:v). Finalmente, o RNA foi lavado com etanol 75% gelado e
suspendido em &gua livre de DNA/RNA/DNases/RNases a 65°C.

Para a avaliacdo da distribuicdo génica, o RNA total foi extraido
individualmente das 5 amostras dos diferentes tecidos coletados das 2
condicdes experimentais (animais estimulados e ndo estimulados). A
concentracdo das amostras foi determinada pela leitura de absorbancia
em 260 nm (Azonm = 1, equivalente a 40 pg RNA/mL) no
espectrofotdmetro NanoVue Plus™. A razédo entre as leituras em 260
nm e 280 nm foi utilizada como um indicativo da pureza do RNA
obtido, sendo a integridade das amostras avaliada em gel de agarose
(0,8%). A partir dos resultados de pureza (Azeorso: 1,8>2,1) e
integridade (sem sinais visiveis de degradacdo em gel de agarose), as 3
melhores amostras de cada tecido/6rgdo (de cada condi¢do) foram
agrupadas em um Unico pool, utilizando a mesma quantidade de RNA
total extraido (5 pg de cada amostra). Em seguida, as amostras dos pools
de RNA foram re-quantificadas espectrofotometricamente e a
integridade avaliada em gel de agarose 0,8%. As amostras de RNA total
dos intestinos médios das infeccBes experimentais virais e bacterianas
(coletadas em pools de 5 animais por condi¢do) foram diretamente
processadas e a concentragdo, pureza e integridade avaliadas conforme
anteriormente descrito.

Para a sintese de cDNA, 2 ug de RNA total foi reversamente
transcrito na presenca de 200 U da enzima RevertAid® Reverse
Transcriptase (Thermo Scientific®), 0,5 mM de dNTP Mix (Sinapse
Inc®), 20 U da enzima RiboLock™ RNase Inhibitor (Thermo
Scientific®) e 0,5 ug de oligo(dT)12-18 (Sinapse Inc®). As amostras foram
incubadas a 42°C por 60 min e a enzima inativada por calor a 65°C por
15 min.

4.5. ESCOLHA DOS INICIADORES

Para as analises de expressdo génica, foram escolhidos 58 genes,
4 genes de referéncia e 54 genes de diferentes categorias funcionais
associadas ao sistema imune de crustaceos, sendo elas: (I) Peptideos
antimicrobianos (AMPs) (13 genes); (Il) Vias imunoldgicas de
sinalizacao celular (13 genes); (Ill) Proteinas de reconhecimento de
padrdes moleculares (PRPs) (8 genes); (IV) Sistema de RNAI (6 genes);
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(V) Sistema de ativacdo da proPO (3 genes); (VI) Citocinas (5 genes);
(V1) Inibidor de proteases (2 genes) e (VIII) Sistema redox (4 genes).
As sequéncias dos iniciadores utilizados neste trabalho estdo
apresentadas no Quadro 1. Desses, 48 iniciadores foram sintetizados a
partir de sequéncias descritas na literatura, sendo as demais escolhidas
manualmente, segundo os seguintes parametros: (1) temperatura de
hibridizagdo entre 58°C-62°C, (2) tamanho dos iniciadores de 20-21
nucleotideos, (3) conteldo de C/G entre 45-55% e (4) tamanho do
produto de amplificacdo entre 100-200 pb. O potencial de auto
complementariedade e formacdo de dimeros foram verificados pelo
programa FastPCR (http://primerdigital.com/ fastpcr.html).

4.6. TRANSCRICAO REVERSA SEGUIDA DE PCR
CONVENCIONAL (RT-PCR)

As reages de RT-PCR foram realizadas em um volume final de
15 pL contendo 2 mM de MgCl,, 0,4 mM de dNTP Mix, 0,4 uM dos
iniciadores senso e antissenso, 1 U da enzima Tag DNA polymerase
(Sinapse Inc®) e 1 yL de cDNA (diluido 10 vezes). As reacdes foram
realizadas de acordo com as seguintes condic¢des: desnaturacdo a 95°C
por 5 min, seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 s,
hibridizacdo a 57°C por 30 s, extensdo a 72°C por 30 s e extensdo final a
72°C por 10 min. Os produtos de amplificacdo foram analisados em gel
de agarose (1,5%) corados com Blue Green Loading Dye | (LGC
Biotecnologia®) e os tamanhos moleculares comparados com padrdo
molecular de 100 pb (Sinapse Inc®).

4.7. ANALISE SEMI-QUANTITATIVA DE EXPRESSAO
GENICA

A expressdo dos 54 genes de interesse foi avaliada de forma
semi-quantitativa por RT-PCR nas diferentes regibes do trato
gastrointestinal de camarfes ap6s 48 h do estimulo microbiano. Como
controle de expressdo e de qualidade das amostras, foi avaliada a
expressdo do gene B-actina (AV1-Fw: 5-TAA TCC ACA TCT GCT
GGA AGG TGG-3’ e AV2-Rv: 5°-TCA CCA ACT GGG ATG ACA
TGG-3’; produto de amplificagdo: 846 pb) nas seguintes condicdes:
desnaturagdo a 95°C por 10 min, seguida de 40 ciclos de desnaturagdo a
95°C por 45 s, hibridizacdo a 50°C por 45 s, extensdo a 72°C por 1 min
e extensdo final a 72°C por 5 min. Para essas andlises, foram atribuidos
valores numéricos a cada produto de amplificacdo conforme a
intensidade das bandas obtidas nos géis de agarose (1,5%). Os valores
de expressdo em cada condigdo foram classificados de acordo com a
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intensidade dos produtos de amplificacdo de cada gene resolvidos nos
géis de agarose, os quais variaram de 0 (auséncia de expressdo) a 2 (alta
expressao) (Figura 6). Apbs essa classificacdo, os valores foram
submetidos ao programa  MultiExperiment  Viewer (MeV)
(http://www.tm4.org/) para a construcdo de heat maps, onde a
intensidade da cor (segundo uma escala de branco a vermelho) indica a
magnitude de expressao génica.

Figura 6. Exemplo de classificacdo da intensidade das bandas no gel de

agarose.
- Auséncia (0)
- Baixa expressdo (0.5)
- Meédia expressdo (1)
= Alta expressdo (2)
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Quadro 1. Sequéncia dos iniciadores utilizados neste estudo.

Sigla Gene

Genes de Referéncia

IvEFla Elongation factor 1-alpha
VA0 Ubiquitiny Erowo_wEH 140 fusion
protein
LyRpS3A S3A ribosomal protein
LvActin p-actin

Peptideos antimicrobianos

Lirvan PEN2 Penaeidin 2
Lirvan PEN3 Penacidin 3
Lirvan PEN4 Penacidin 4
Litvan ALF-A ATF Group A
Litvan ALF-B ALF Group B
Litvan ALF-C ALF Group C
Lirvan ALF-D ALF Group D
Lirvan ALF-E ALF Group E
nLvALF1 New ALF-1
Lirvan STY-1 Stylicin T
Litvan STY-II Stylicin I
Litvan cLYZ C-type Lysozyme
Livan iLYZ I-type Lysozyme (destabilase)

Jo

GenBank

GU136229
KJ831563

BF023924
AF300705

Y14925
AF390144
DQ211701
EW713395
227486
FE058235

FE151634

FE069658

KJ000049
BE188497

CK591498

AY170126
DQ398564

Iniciador senso (5-3")

TGGCTGTGAACAAGATGGACA
GAGAATGTGAAGGCCAAGATC

GGCTTIGCTATGGTGTGCTCC
CCACGAGACCACCTACAAC

GTCTGCCTGGTICTTCTTGG

GTCTGCCTGGTCTTCTTGG

GTCTGCCTGGTCTTCTTGG
CTGATTGCTCTTGTGCCACG
GTGTCTCCGTGTTGACAAGC
ATGCGAGTGTCTGTCCTCAG

TGTGTTGGTTGTGGCACTGG

TGCTACGTGAATCGCAGTCC

AAGCTCTCATTCCTGGTCGG
CACAAGAGTGCCCACCGTG

CACAAGAGTGCCCACCGTG

CTTCGAGCTCTATGTTCTAGA
CGGTTGCGGAATTAGAAGAC

Iniciador antisenso (5'-3")

TTGTAGCCCACCTTCTTGACG
TCAGAGAGAGTGCGACCATC

TCATGCTCTTGGCTCGCTG
AGCGAGGGCAGTGATTIC

GCAGCAATTGCGAGCATCTG
GCGCTTGTGAGAAGGAAATTC
TTGCGGAGGGAATTCCGTAG
TGACCCATGAACTCCACCTC
ACAGCCCAACGATCTTGCTG
TGAGTTTGTTCGCGATGGCC

CAACGAGGTCAATGTCACCG

CGCTTCCTCTTCCGACAATG

GGGTGTAACGAAGTACGTGC
ACATTCGCAGTTATGGTAGCC

CACACAGGCTGCCGACATAA

TCAACCATTACAACGTCTGCA
TCCACACACTTCTGACCATG

Produto de
amplificacio
(pb)

103
104

101
142

168

Referéncia

De la Vega etal..
2008

Presente estudo

De la Vega etal..
2008
Wang et al., 2007

Goncealves et al..
2014
Gonealves et al.,
2014
Goncealves et al..
2014

Rosaetal., 2013
Rosa etal., 2013
Rosa et al., 2013

Rosa etal., 2013

Presente estudo

Presente estudo
Goncealves et al..
2014
Gonealves et al..
2014
Goncealves et al..
2014
Presente estudo
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Quadro 1. Sequéncia dos iniciadores utilizados neste estudo (continuacao).

Vias imunologicas de sinalizacio celular

LyvTolll

IvToll2

IvToll3

LvPelle

LVvTRAF6

LvCactus

IvDorsal

LvIMD

LyvRelish

LvSTAT

LyvGILT

LvHMGBa

LyDOME

Toll receptor 1
Toll receptor 2
Toll receptor 3

Pelle (IRAK4)

Tumor necrosis factor receptor
(TNFR)-assoctated factor 6

Cactus (IkB)

Dorsal (Rel/NF-xB)
Immnmine deficiency
Relish (Rel/NF-kB)
Signal Transducer and Activator of
Transeription

Gamma-interferon-inducible
lysosomal thiol reductase

High-mobility group a

Domeless receptor

DQ923424
IN180637
TN180638
JN180645

HM581680
TX014314
FI998202
FI592176
EF432734

HQ228176

HQ317497

HQ228174

K(C346866

TCGACCATCCCTTTITACACC

CATGCCTGCAGGACTGTTITA

TCGTACAACCAGCTGACGAG

TGACAGATTCCAGTGGATCATGC

GTCCGTCTTCTAAGTCACTG

AGTGACCTGAGAACCTTCAC

TCACTGTTGACCCACCTTAC

AAGGTCGAGGTCAGCGAAC

CTACATTCTGCCCTITGACTCTGG

CATGGCTCTGGCAGATAAGC

TCCACCTGTACTACGAGTCC

GGATGAGAAGGTCAAGTACG

CTCAGGCTATGTTTCTCAGGATTCA

TTGCCTGGAAGGTCTGATTC

GGCCTGAGGGTAAGGTCTTC

ATACTTCAGGTGGGCCACAG

CTTCCAAGATGTGCGCTAACTGTG

CTCATTTCCGTTAGCTGAGC

CACACACTGACACTATCTCC

GAGGGCATCTTCAACATCAC

GATCATCTGGGTGAGTCTGG

GGCTGGCAAGTCGTICTCG

GCATCTGCTGGTCTCTCTTC

CGAATGGGAACATCTCCACC

TCCTCGTCGTCTTCCTCTC

CACGGCAGTTCCTTTATGGTCT

88

158

195

128

178

164

192

124

107

114

186

Wang et al.. 2012
Wang et al.. 2012
Wang et al.. 2012

Lietal. 2014
Gonealves et al..
2014
Presente estudo

Gonealves et al..
2014
Goncealves ctal..
2014
Hou et al.. 2014

Goncalves et al..
2014
Gonealves etal..
2014
Gonealves et al..
2014

Yan et al.. 2015
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Quadro 1. Sequéncia dos iniciadores utilizados neste estudo (continuacio).

Proteinas de reconhecimento de padroes moleculares (PRPs)

LvLGBP

LvBGBP

LyQM

LvLectin-1

LvCTL3

IVvLT

LvAV

LvGal

LPS and pG binding protein

High density lipoprotein/1.3-
beta-D-glucan-binding
protein

QM protein
C-type lectin 1
C-type lectin 3

C-type lectin

Antiviral Protein

Galectin

Sistema de RNAI

Lv-Sid-1

LvDer2

Lv-Ago 2

LyTRBP1

LvDerl

Lv-Ago 1

Sid-1
Dicer-2

Argonaute 2

Transactivating response
RNA-binding protein
isoform 1

Dicer-1

Argonaute 1

EU102286
AY249858
JX880087
HQ153047
KF156943
DQ871245
TX983205

KF179103

HM234688
HQ541163
HM234690
HQ3541157

EU676241

HM234689

ACCGCAGCATCAGTTATACC

ACGAGAACGGACAAGAAGTG

TCGTGTGCTGGTGCTGATAGAT

CTITCTGGATCGGAGGGACTGA

ATGTTCTTCGTGCTCCTGCTGT

TCTGTTCGCAGGGAAAGTAG

AACGATCATGAGGACAGGTG

AATGCTTTCACACGAGCAGC

GAAGCGATTGGCAGTCTATGAAC

AGGAAATGCAATGTCGTGGTT

GATGGCATGAAGTCTGCAGTTG

CAAGAGTTGTGTATGCGCAG

CCGGAGATAGAACGGTTCAGTG

TGCGTCATTTGCCATCCAT

GTCATCGCCCTTCCAGTTG

TTCAGCATAGAAGCCATCAGG

GCCTCAATGACCTGCTCCTTGT

TCGTCTTAGATTTGGCAGATAGCA

GCAGTGGTCGTAAATGTTIGTIG

GAACAAGAGGCATTTGTCGC

AATGAATCCCAGCGCATGAC

GTCTTCAATCCAGACACAGG

TGGAAGCCTATCTCTGCAACTTG

ACGAGCCCTCCCCCTAGATT

TGCGCACGACCATCACTAAG

AGCACCACCCTGGATGATG

CGATAATTCCTCCCAACACCTG

GCCATCTGGAGCGGAGAAG

77

195

176

65

Wang et al..
2007

Presente estudo

Liuctal, 2014
Wet et al.. 2012
Liuetal, 2014
Presente estudo
Presente estudo

Presente estudo

Labreuche et
al., 2010
Chen et al..
2011
Labreuche et
al.. 2010

Presente estudo

Yao et al..
2010
Labreuche et
al.. 2010
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Quadro 1. Sequéncia dos iniciadores utilizados neste estudo (continuagio).

Sistema de ativacao da proPO

LyvproPO-1 Prophenoloxidase 1
LyvproPO-2 Prophenoloxidase 2
LyPPAE2 proPO-activating enzyme 2
Citocinas
[VSVC1 Single «OMMHMW@_H..MM “.M_M_on type C
LvAST Astakine
LyvTetrasp Tetraspanm D107
LvPxt Peroxinectin
LvClq C1q-binding protein

Inibidor de protease

Lvo2M-1 Alpha2-macroglobulin

Lva2M-2 Alpha2-macroglobulin

Sistema redox

LyveMnSOD  Cytosolic manganese superoxide dismutase
IvGST Glutathione S-transferase
IvGPx Glutathione peroxidase
LNOS Nitric oxide synthase

EU284136
EU373096

FE090793

HQ541158
HM473285
FE084500
AY 486425

KC776604

EF073268

DQ988330

AY486424
AY573381
AY973252
GQ429217

CGOTGACAAAGTTCCTCTTC
GCGGAATGACTTTGGTCTCG

TCAGCAGGATTTGTGTTGCC

TGCCAACCTAGCTGAGCTTCA

GACTGGGCGACTGTTICTTC

GCTTGGCATCCTGAGAGAG

CTGAAGAAAGGAGACCGATAC

TGAAGGAGAGCTCAAGAGTC

GGAGAGGAACGAGACCATC

TGCAGGTTCTAGTGTGGTAC

TCATGCTTTGCCACCTCTC
CACCTACGAACACTACGAAC
AGAGTTCGGCGACAAGCTG
GAGCAAGTTATTCGGCAAGGC

GCAGGTCGCCGTAGTAAG
AAGTGACGTCATCGGAGAGG

GTCTCAGTGAAGCCCCATC

CCATCAGGGCACACGTATTIG

GGTACGCAAGATTCAGCTCC

GCTGATTGGAATTGCCTTCG

TGGACGGCTTGGATGTTATC

CCTCATACATGGTGAGTTCG

TCAGCTTGGCGTCGAAGTG

CACCCAGGTAGTCGATGAC

CCGCTTCAACCAACTTCTIC
GGTTCTTGAAGCCGTCGAG
TCGGTAGTGTTCTCCTGGTG
TCTCTCCCAGTTTICTTGGCGT

122

137

107

81

156

196

137

161

113

261

143
194

104

Lai et al., 2005

Lai et al., 2009

Pang <t al., FSIM
2014

Chen et al., 2011

Goncealves et al..
2014
Goncealves et al..
2014
Goncealves et al..
2014

Presente estudo

Gonealves et al., 2014

Gonealves et al., 2014

Wang et al., 2007
Goncealves et al., 2014
Gonealves et al., 2014

Yao etal.. 2010
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48. TRANSCRICAO REVERSA SEGUIDA DE PCR
QUANTITATIVA EM TEMPO REAL (RT-gPCR)

As reacdes de RT-gPCR foram realizadas com amostras de cada
tecido em duplicata, utilizando o equipamento StepOnePlus™ Real-
Time PCR Systems (Thermo Scientific®). As reaces foram realizadas na
presenca de 1 UL de cDNA de amostras de intestino médio (diluido 50
vezes), 0,3 uM dos iniciadores e 7,5 uL de Maxima® SYBR Green/ROX
gPCR Master Mix 2x (Thermo Scientific®) (volume final de 15 pL). As
reacOes foram realizadas de acordo com as seguintes condicdes:
desnaturagdo a 95°C por 10 min, seguido por 40 ciclos de desnaturacao
a 95°C por 15 s e hibridizacdo/extensdo a 60°C por 1 min. Ao término
dos ciclos, as amostras foram submetidas a uma curva de dissociacao
(60-95°C; 0,3°C/s) para verificar a especificidade dos iniciadores.

4.9. ANALISE DOS RESULTADOS DE RT-gPCR

4.9.1. Selecdo dos genes de referéncia

Para a escolha do gene de referéncia mais adequado, foi avaliada
a estabilidade da expressdo de quatro genes candidatos: LvEF1a (fator
de elongacdo 1-alpha), LvActin e das proteinas ribossomais LvL40 e
LVRpS3A. O programa NormFinder foi utilizado para o célculo do
coeficiente de estabilidade dos genes candidatos, que leva em
consideracgdo a variagdo dos valores de Cq (ciclo de quantificacdo) entre
as diferentes condicfes. Assim, quanto menor o valor do coeficiente,
menor a variagdo de expressao do gene de referéncia entre as condigdes
experimentais. Para uma analise mais apurada, foi considerada ainda a
média geométrica dos valores de Cq das diferentes combinacgdes dos
genes candidatos (VANDESOMPELE et al., 2002).

4.9.2. Calculo de expressao relativa

Para o célculo de expresséo relativa, foi utilizado o método 2-24¢4
conforme descrito por Livak e Schmittgen (2001). A primeira
normalizacdo foi realizada com base nos valores de Cq dos genes de
interesse em relacdo aos valores obtidos do gene de referéncia que
apresentou o melhor coeficiente de estabilidade (ACq= Cq gene de
interesse subtraido do Cq da referéncia). Para a segunda normalizacéo
(AACg= ACq alvo subtraido do ACq da condicdo calibradora), foi
utilizada como condicdo calibradora a média aritmética dos valores de
ACq do grupo de camardes ndo estimulados. As analises e a
nomenclatura utilizadas neste trabalho foram baseadas nas
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recomendac¢bes do MIQE (Minimum Information for Publication of
Quantitative Real-Time PCR Experiments) (BUSTIN et al., 2009).

4.9.3. Anélises estatisticas

Os dados de RT-qPCR foram submetidos ao teste de normalidade
de Shapiro-Wilk e analisados utilizando o teste de analise de variancia
(ANOVA), seguido pelo Teste de Tukey para comparagdo de médias.
Para a construcdo dos graficos de expressdo, foi utilizado o programa
GraphPad Prism 3 (GraphPad Software, Inc.). As diferencas entre 0s
grupos experimentais foram consideradas significativas quando as
variages de expressdo génica mostraram-se superiores a 1,5 vezes e 0
P<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. DISTRIBUICAO DA EXPRESSAO DE GENES
ASSOCIADOS AO  SISTEMA IMUNE NO  TRATO
GASTROINTESTINAL

A distribuicdo da expressdo de genes associados ao sistema
imune de crustaceos foi avaliada nas quatro principais regiGes do trato
gastrointestinal (estbmago, hepatopancreas, intestino médio e intestino
posterior) de camarfes L. vannamei estimulados ou ndo (grupo naive)
com um inéculo inativado de V. harveyi (ATCC 14126). O perfil de
expressao génica no trato gastrointestinal foi comparado ao encontrado
nos hemdcitos, uma vez que essas celulas representam 0 mais
importante sitio de expressdo de genes associados ao sistema imune em
crustaceos (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2014). Inicialmente, 0
perfil de migracdo do RNA total das diferentes amostras foi avaliado em
gel de agarose. Além disso, a amplificacdo de transcritos de [B-actina
mostrou-se estdvel em todas as amostras, validando assim as
comparacgdes de expressdo das stylicinas entre 0s grupos experimentais
(Figura 7).

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose (1,5%), corado com Blue Green
Loading Dye I, mostrando a amplificacdo de um fragmento de 846 pb

correspondente ao gene B-actina.

ES HP IM IP HE

NE E NE E NE E NE E NE E

ES: estbmago, HP: hepatopancreas, IM: intestino médio, IP: intestino posterior
e HE: hemdcitos; NE: animais ndo estimulados; E: animais estimulados com a
bactéria Vibrio harveyi ATCC 14126 inativada por calor.

A distribuicdo da expressdo de genes de diferentes categorias
funcionais associadas ao sistema imune de crustaceos foi entdo avaliada
nas diferentes regides do trato gastrointestinal e nos hemaécitos do grupo
naive. Em relagdo ao trato gastrointestinal, dos 54 genes analisados, a
expressao de 49 genes foi observada em pelo menos uma das quatro
regibes avaliadas, sendo: 37 genes expressos no estdmago, 16 no
hepatopancreas, 35 no intestino médio e 35 no intestino posterior
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(Figura 8). Comparativamente, nos hemacitos foi detectada a expressao
de 43 dos 54 genes avaliados (Figura 8). De maneira interessante, a
expressdo de alguns genes foi detectada especificamente em um ou
outro tecido, sendo que os genes Litvan ALF-D, LvPPAE2, Lva2M-1,
Lvo2M-2 e LvGPx mostraram-se expressos apenas nos hemocitos,
enquanto que a expressdo dos genes Litvan iLYZ, LvToll3, LvLGBP,
LvBGBP, LvlLectin-1, LvCTL3, LVLT, LvAV, LvSVC1, LVGST e
LvNOS foi observada apenas no trato gastrointestinal.
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Figura 8. Diagrama de Venn e esquema ilustrativo (fora de escala) indicando o
nimero de genes associados ao sistema imune de crusticeos expressos nos
hemdcitos e nas diferentes regiGes do trato gastrointestinal do camardo
Litopenaeus vannamei.

Trato gastrointestinal Hemécitos
LitvaniLYZ
LvToll3
LvLGBP
LvBGBP Litvan ALF-D
LvLectin-1 LVPPAE2
LvCTL3 Lva2M-1
LvLT Lva2M-2
LVAV LvGPx
LvSVC1
LvGST
LVNOS \ ]\ )

Hemocitos

Estdmago (vermelho), hepatopancreas (amarelo), intestino médio (verde) e
intestino posterior (azul).
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52. MODULAGAO DA EXPRESSAO GENICA NAS
DIFERENTES REGIOES DO TRATO GASTROINTESTINAL
FRENTE A UM DESAFIO MICROBIANO

Uma vez identificado o sitio de expressdo dos 54 genes de
interesse, a modulacdo da expressao foi avaliada nas diferentes regides
do trato gastrointestinal de camardes 48 h apds um desafio microbiano
em comparacdo ao grupo naive. As andlises de expressdao foram
realizadas de forma semi-quantitativa por RT-PCR utilizando-se como
controle a expressao do gene actina.

5.2.1. Estdbmago

Dos 54 genes analisados, 37 deles mostraram-se expressos no
estdmago do grupo naive. As categorias funcionais mais representativas
nesse Orgdao foram os AMPs (10 dos 13 genes avaliados), as vias
imunoldgicas de sinalizagdo celular (11 de 13 genes), citocinas (5 de 5
genes) e o sistema redox (3 de 4 genes) (Figura 9). Ap6s o estimulo
bacteriano, enquanto que 23 genes foram modulados positivamente
(Litvan PEN2, Litvan PENS3, Litvan ALF-B, Litvan ALF-C, Litvan STY-
I, Litvan cLYZ, LvTolll, LvToll2, LvPelle, LVTRAF6, LvDorsal,
LVSTAT, LvRelish, LvHMGBa, LvDOME, LVAV, Lv-Sid-1, LvDcrl,
LvDcr 2, Lv-Ago 2, LvproPO-2, Lva2M-1 e Lva2M-2), a expressao de
cinco genes foi modulada negativamente (Litvan ALF-A, nLvALF1,
LvproPO-1, LvSVC1 e LVNOS). A expressao dos genes Litvan ALF-C,
LVSTAT, LvVAV, Lv-Sid-1, LvDcr2, Lv-Ago 2, Lva2M-1 e Lva2M-2 foi
detectada no estdbmago apenas em animais estimulados com V harveyi.
Por outro lado, nestes mesmos animais ndo foi observada a expressdo
dos genes nLVALF1 e LvproPO-1, os quais foram encontrados sendo
expressos em camardes ndo estimulados. Os genes que ndo se
mostraram expressos no estdmago, mesmo apos o estimulo microbiano,
foram: Litvan ALF-D, Litvan iLYZ, LvGILT, LvLGBP, LvLectin-1,
LvCTL3, LVLT, LvPPAE2 e LvGPx (Figura 9).
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Figura 9. Anélise semi-quantitativa da expressdo de 54 genes associados ao
sistema imune de crustaceos no estdmago de camardes apés 48h de um estimulo
bacteriano em comparacao a animais nao estimulados (grupo naive).

Niveis de expressdo

01152
NE E
Litvan PEN2
- Litvan PEN3
Litvan PEN4
g | Litvan ALF-A
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5 Litvan ALF-D
g Litvan ALF-E
3
2 nLVALF1
2
Litvan STY-1
Litvan STY-1I
Litvan clYZ
Litvan iLYZ
3 LVLGBP
B
4 LVBGBP
s
E ”
] LvLectin-1
£
g LCTL3
® it
3
B LAV
‘§ LvGal
&

Sinalizacéo celular

Defesas antivirais

woll1
LvToll2
LvToll3

===

LvPelle
LVTRAF6
LvCactus
LvIMD
LVSTAT
LvRelish
WGILT
LvHMGBa

- LvDOME

Lv-Sid-1
LvDcr2

Lv-Ago 2
LVTRBP1

. o

Lv-Ago 1

Inibidores de proteases  Citocinas / Adeséo celular Sistema proPO

Sistema redox

LvproPO-1
LvproPO-2
LvPPAE2

LvsvCl
LVAST
LvTestrasp
LvPxt
Clq

Lva2M-1
Lva2M-2

LvGST
LvGPx
LYNOS

Cada retdngulo da figura acima corresponde ao nivel de expressdo génica em
cada condigdo (NE: ndo estimulados; E: animais estimulados com a bactéria
Vibrio harveyi ATCC 14126 inativada por calor), onde a intensidade da cor
indica a magnitude de expressdo, segundo a escala de cor presente na parte
superior da figura. A cor branca corresponde a auséncia de expressdo enquanto
que as diferentes tonalidades de vermelho correspondem aos diferentes niveis
de expressdo génica. Os diferentes genes (representados a direita) estdo
classificados conforme as categorias funcionais as quais pertencem.
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5.2.2. Hepatopancreas

No hepatopancreas de camardes ndo estimulados, foi observada a
expressdao de 16 genes relacionados ao sistema imunoldgico de
crustaceos. A categoria funcional mais representativa nesse 6rgao foram
os proteinas de reconhecimento de padr6es moleculares (PRPs) (7 de 8
genes) (Figura 10). Em camardes estimulados, cinco genes foram
modulados positivamente (Litvan PEN3, Litvan ALF-B, LVGILT,
LvHMGBa e LvDcrl) e cinco modulados negativamente (LvLGBP,
LvBGBP, LVvCTL3, LVAV e LvGST). Nao foi observada a expressao de
genes pertencentes as categorias sistema proPO e inibidores de
proteases. Grande parte dos genes codificantes para AMPs e vias
imunoldgicas de sinalizacdo celular também ndo mostraram-se
expressos nesse Orgdo (Figura 10). Os genes que foram expressos
somente apds o estimulo foram Litvan ALF-B e LvDcrl, enquanto que
apenas 0 gene LVGST deixou de ser expresso em animais estimulados.
De maneira interessante, os genes codificantes para a lisozima Litvan
iLYZ e para as lectinas LvLectin-1, LvCTL3 e LvVLT mostraram-se
expressos exclusivamente no hepatopancreas e ndo em outras regifes do
trato gastrointestinal ou nos hemdcitos. Em contrapartida, a expressao
de 36 outros genes ndo foi detectada no hepatopancreas de animais das
duas condigdes experimentais (estimulados e naive) (Figura 10).
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Figura 10. Analise semi-quantitativa da expressdo de 54 genes associados ao
sistema imune de crustaceos no hepatopancreas de camardes ap0os 48 h de um
estimulo bacteriano em comparagdo a animais ndo estimulados (grupo naive).
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Cada retangulo da figura acima corresponde ao nivel de expressdo génica em
cada condi¢do (NE: ndo estimulados; E: animais estimulados com a bactéria
Vibrio harveyi ATCC 14126 inativada por calor), onde a intensidade da cor
indica a magnitude de expressdo, segundo a escala de cor presente na parte
superior da figura. A cor branca corresponde a auséncia de expressdo enquanto
que as diferentes tonalidades de vermelho correspondem aos diferentes niveis
de expressdo génica. Os diferentes genes (representados a direita) estdo
classificados conforme as categorias funcionais as quais pertencem.
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5.2.3. Intestino médio

Dos 54 genes avaliados, 35 mostraram-se expressos no intestino
médio de camardes ndo estimulados. Entre as categorias funcionais mais
representativas nesse 6rgao foram os AMPs (7 de 13 genes), as vias
imunoldgicas de sinalizacdo celular (13 de 13 genes) e o sistema de
RNAI (6 de 6 genes) (Figura 11). Apés o estimulo bacteriano, 20 genes
foram modulados positivamente (Litvan PEN4, Litvan ALF-A, Litvan
ALF-B, Litvan ALF-C, Litvan ALF-E, Litvan STY-I, Litvan STY-II,
Litvan cLYZ, LvTolll, LvToll2, LvBGBP, LVAV, Lv-Ago 1, LvproPO-1,
LvproPO-2, LVvPPAE2, LvSVC1, LVAST, LvPxt e Lva2M-2), enquanto
gue apenas quatro genes foram modulados negativamente (LVGILT,
LvQM, Lv-Ago 2 e LvDcrl). A expressdo dos genes Litvan ALF-A,
Litvan ALF-E, Litvan cLYZ, LvVAV, LVPPAE2, LvSVC1, LVAST, LvPxt
e Lva2M-2 foi detectada no intestino médio apenas ap6s o estimulo
microbiano. Em contrapartida, o gene LvGILT foi expresso apenas em
camardes do grupo naive. Os genes que ndo se mostraram expressos no
intestino médio, mesmo apés estimulo microbiano, foram: Litvan ALF-
D, nLvVALF1, Litvan iLYZ, LvLGBP, LvLectin-1, LvCTL3, LVLT,
Lvo2M-1, LvGST e LvGPx (Figura 11).
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Figura 11. Andlise semi-quantitativa da expressdo de 54 genes associados ao
sistema imune de crustaceos no intestino médio de camardes ap6s 48 h de um
estimulo bacteriano em comparagao a nao estimulados (grupo naive).
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Cada retdngulo da figura acima corresponde ao nivel de expressdo génica em
cada condigdo (NE: ndo estimulados; E: animais estimulados com a bactéria
Vibrio harveyi ATCC 14126 inativada por calor), onde a intensidade da cor
indica a magnitude de expressdo, segundo a escala de cor presente na parte
superior da figura. A cor branca corresponde a auséncia de expressdo enquanto
que as diferentes tonalidades de vermelho correspondem aos diferentes niveis
de expressdo génica. Os diferentes genes (representados a direita) estdo
classificados conforme as categorias funcionais as quais pertencem.
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5.2.4. Intestino posterior

No intestino posterior de camardes ndo estimulados, foi
observada a expressdo de 35 dos 54 genes avaliados. As categorias
funcionais mais representativas nesse érgdo foram os AMPs (9 de 13
genes), as vias imunolodgicas de sinalizacdo celular (11 de 13 genes), as
defesas antivirais (4 de 6 genes) e as citocinas (4 de 5 genes) (Figura
12). Apbs o estimulo bacteriano, 30 genes foram modulados
positivamente (Litvan PEN2, Litvan PEN4, Litvan ALF-A, Litvan ALF-
B, Litvan ALF-C, Litvan ALF-E, Litvan STY-II, Litvan cLYZ, LvToll1,
LvToll2, LvToll3, LvTRAF6, LvCactus, LvDorsal, LVSTAT, LvIMD,
LvHMGBa, LvBGBP, LvQM, LVAV, LvGal, Lv-Sid-1, Lv-Ago 1, Lv-
Ago 2, LvDcrl, LvDcr2, LvproPO-1, LVPPAE2, LvSVC1 e Lva2M-2), e
apenas o gene nLvVALF1 foi modulado negativamente. Enquanto que a
expressdo dos genes Litvan PEN4, Litvan ALF-A, LVSTAT, LVAV, Lv-
Sid-1, LvDcr2, LvPPAE2 e Lva2M-2 foi detectada apenas no intestino
posterior de camar@es estimulados, o gene nLVALF1 foi expresso apenas
em animais ndo estimulados. Os genes Litvan ALF-D, Litvan iLYZ,
LVGILT, LvLGBP, LvlLectin-1, LvCTL3, LVLT, LVAST, Lva2M-1,
LvGPx e LVNOS néo apresentaram expressdo nesse 6rgao, mesmo apés
estimulo microbiano (Figura 12).
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Figura 12. Andlise semi-quantitativa da expressdo de 54 genes associados ao
sistema imune de crustaceos no intestino posterior de camardes apds 48 h de um
estimulo bacteriano em comparagdo a animais ndo estimulados (grupo naive).
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Cada retangulo da figura acima corresponde ao nivel de expressdo génica em
cada condigdo (NE: animais ndo estimulados; E: animais estimulados com a
bactéria Vibrio harveyi ATCC 14126 inativada por calor), onde a intensidade da
cor indica a magnitude de expressdo, segundo a escala de cor presente na parte
superior da figura. A cor branca corresponde a auséncia de expressao enquanto
que as diferentes tonalidades de vermelho correspondem aos diferentes niveis
de expressdo génica. Os diferentes genes (representados a direita) estdo
classificados conforme as categorias funcionais as quais pertencem.

Ao analisar o trato gastrointestinal como um todo, cinco genes
ndo foram expressos em nenhuma das quatro regides de camardes ndo
estimulados (Litvan ALF-D, LVPPAE2, Lvo2M-1, Lvo2M-2 e LVGPX),
enquanto que apenas trés ndo apresentaram expressdo apds estimulo
microbiano em nenhum dos 6rgdos analisados (Litvan ALF-D,
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nLVALF1 e LvGPx). Genes que se mostraram expressos em todas as
regides do trato gastrointestinal de camardes ndo estimulados (Litvan
PEN3, LvHMGBa, LvBGBP, LvQM, LVvTRBP1, LvC1q e LvcMnSOD)
mantiveram a sua expressdo apés o estimulo microbiano e outros quatro
genes foram expressos apenas apos o desafio bacteriano (Litvan ALF-B,
LvAV, LvDcrl e LvSVC1) (Figura 13).

De maneira interessante, 20 genes foram expressos no estdmago,
intestino médio e intestino posterior do grupo (Litvan PEN2, Litvan
ALF-B, Litvan STY-I, Litvan STY-II, LvTolll, LvToll2, LvToll3,
LvPelle, LVTRAF6, LvCactus, LvDorsal, LvIMD, LvRelish, LvDOME,
LvGal, LvDcrl, Lv-Ago 1, LvproPO-1, LvproPO-2 e LvTetrasp). Apds o
estimulo microbiano, Litvan ALF-B e LvDcrl passaram a se expressar
em todas as regifes do trato gastrointestinal e LvproPO-1 deixou de ser
expresso no estdbmago. Dos genes analisados, 11 desses passaram a ser
expressos no estdmago, intestino médio e intestino posterior de
camardes estimulados (Litvan PEN4, Litvan ALF-A, Litvan ALF-C,
Litvan ALF-E, Litvan cLYZ, LvSTAT, Lv-Sid-1, LvDcr2, Lv-Ago 2,
LvPxt e Lva2M-2) (Figura 13).
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Figura 13. Diagrama de Venn indicando o nimero de genes associados ao
sistema imune expressos nas diferentes regides do trato gastrointestinal de
Litopenaeus vannamei estimulados ou ndo (grupo naive) com a bactéria Vibrio
harveyi ATCC 14126 inativada por calor.
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ES: estdmago, HP: hepatopancreas, IM: intestino médio, IP: intestino
posterior.

5.3. PERFIL TRANSCRICIONAL DE GENES EXPRESSOS
NO INTESTINO MEDIO FRENTE A INFECCOES BACTERIANAS
E VIRAIS

Com base em suas fungBes imunolégicas, foram escolhidos 19
genes para as analises de expressdo génica quantitativa frente a
infeccBes bacterianas e virais. Diferente das anélises semi-quantitativas,
nesse experimento, as bactérias foram injetadas vivas para a avaliacdo
da resposta frente a uma infeccdo bacteriana (interacdo Vibrio-
hospedeiro).

A expressdo desses 19 genes foi avaliada no intestino médio, uma
vez que essa regido representa uma potencial via de entrada de
microrganismos invasores para a hemocele dos camarfes. As analises
guantitativas de expressdo génica foram realizadas por RT-qPCR em
animais experimentalmente infectados ou com a bactéria Gram-negativa
marinha V. harveyi (ATCC 14126) ou com 0 WSSV.

A primeira anélise realizada foi a escolha da melhor referéncia
para a realizacdo dos calculos de expressao relativa. Para essa analise,
foram avaliados quatro genes candidatos: o fator de elongacdo la
(LVEF-1a), as proteinas ribossomais L40 (LvL40) e RpS3A (LVRpS3A)
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e a actina (LvActin). A analise para a escolha do melhor gene de
referéncia levou em consideracdo o coeficiente de estabilidade dos
valores de Cq, calculado pelo programa Normfinder (ANDERSEN et
al., 2004). Nesse programa, um valor numérico foi atribuido para a
expressao cada gene candidato (assim como para os valores das médias
geométricas calculadas entre os diferentes candidatos) em cada condicao
experimental, levando a uma classificacdo final. Segundo esse critério,
guanto menor o coeficiente de estabilidade do gene, menor a variacao da
sua expressdo entre as condigcdes experimentais. A condicdo que
apresentou a menor variagdo de expressao foi a média geométrica dos
genes LVEF-1a, LvActin e LvL40 (coeficiente de estabilidade 0,0007),
sendo utilizada entdo como referéncia para as analises quantitativas de
expressdo génica por RT-gPCR (Figura 14).

Figura 14. Estabilidade dos genes de referéncia.
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Coeficiente de estabilidade dos valores de Cq dos genes e da média geométrica
de suas diferentes combinages: (A) LVEF-1a, LvActin e LvL40; (B) LVEF-1a,
LvActin, LvL40 e LVRpS3A; (C) LVEF-1a, LvActin e LVRpS3A; (D) LvActin,
LvL40 e LVRpS3A; (E) LvL40 e LVRpS3A,; (F) LVEF-1a e LvActin; (H) LVEF-
lo, LvL40 e LVRpS3A; (J) LVEF-1a e LVRpS3A; (K) LvActin e LvL40; (L)
LvActin e LVRpS3A; (M) LvEF-l1o e LvL40; (N) LVEF-1a e (O) LvActin.
Coeficiente de estabilidade dos valores de Cq dos genes: (G) LvL40; (I)
LVRpS3A; (N) LVEF-1a; (O) LvActin.

Para as analises de expressdo génica frente a infec¢do bacteriana
e viral, foram selecionados 19 genes das seguintes categorias funcionais:
AMPs (Litvan PEN2, Litvan PEN 3, Litvan PEN4, Litvan ALF-A,
Litvan ALF-B, Litvan ALF-C, Litvan STY-I, Litvan STY-Il e Litvan
cLYZ), Sistema de RNA. (Lv-Sid-1, LvDcr 1, LvDcr 2, LVTRBP1, Lv-
Ago 1 e Lv-Ago 2), PRPs (LVAV), Citocinas (LvSVC1), Inibidores de
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proteases (Lva2M-2) e Sistema redox (LvVNOS). Para a infeccéo
bacteriana, foram utilizados dois grupos controle: animais naive €
animais injetados com 4gua do mar estéril (salina). Dos genes
analisados, trés foram induzidos frente a infeccdo com a bactéria V.
harveyi (ATCC 14126): Litvan ALF-A (2,3 vezes; P=0,007), Litvan
ALF-C (3,1 vezes; P=0,007) e LvDcr 2 (1,6 vezes; P=0,02) (Figura 15).

Na infecgdo viral, os grupos controle foram compostos por
animais naive e por animais injetados com um indculo livre de WSSV
(W-). Dos genes analisados, apenas o gene Litvan ALF-A apresentou
modulagdo ap6s a infeccdo com WSSV, o qual foi reprimido 2,3 vezes
(P=0,03), em relacéo ao grupo W- (Figura 15).

Comparativamente as analises semi-quantitativas (RT-PCR
convencional), os genes Litvan ALF-A e Litvan ALF-C também foram
induzidos apenas com o estimulo microbiano, ao contrario de LvDcr2
gue manteve sua expressao constante entre animais naive e estimulados.
Alguns genes (Litvan PENZ2, Litvan PEN3, Litvan PEN4, Litvan ALF-B,
Litvan ALF-C, Lva2M-2 e LvSVC1) apresentaram uma grande
variabilidade na expressdo (Figura 15).
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Figura 15. Perfil de expressdo de genes expressos no intestino médio de
camardes ap6s 48 h de uma infec¢do experimental com a bactéria Vibrio
harveyi ATCC 14126.
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Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrdo. *Diferencas
estatisticas entre as condig¢des experimentais (P<0,05) obtidas pelo teste de
andlise de variancia (ANOVA) seguido pelo Teste de Tukey. N: grupo naive
(ndo manipulados); S: grupo salina (dgua do mar estéril); V: grupo infectado
com V. harveyi (6x107 CFU/animal).
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Figura 16. Perfil de expressdo de genes expressos no intestino médio de
camardes apds 48 h de uma infeccdo experimental com o virus da Sindrome da

Mancha Branca (WSSV).
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Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrdo. *Diferencas
estatisticas entre as condig¢des experimentais (P<0,05) obtidas pelo teste de
andlise de variancia (ANOVA) seguido pelo Teste de Tukey. N: grupo naive
(ndo manipulados); W-: grupo injetado com in6culo livre de WSSV; W+: grupo
infectado com WSSV (3x10? copias genémicas/animal).
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6. DISCUSSAO

Para se proteger contra agentes patogénicos, 0s crustaceos contam
com eficientes mecanismos de defesa, os quais incluem tanto respostas
antimicrobianas (producdo de espécies ativas de oxigénio, peptideos
antimicrobianos, sistema de ativagdo da proPO, entre outros) quanto
antivirais (producdo de citocinas do tipo interferon, sistema RNAI e
inducdo de apoptose e autofagia). No entanto, muito do nosso
conhecimento a respeito do sistema imune de crustdceos esta
concentrado nas respostas de defesa que ocorrem na hemolinfa
(imunidade celular e humoral) e pouco ainda se sabe sobre a imunidade
local e epitelial desses animais. O sistema digestorio de crustaceos,
composto pelos intestinos anterior (estdmago), médio e posterior (além
do hepatopéancreas), constitui uma grande superficie de contato com o
meio exterior e uma potencial via de acesso para agentes patogénicos.
Nesse contexto, o presente estudo vem contribuir para um maior
conhecimento da imunidade intestinal da espécie de camardo mais
cultivada no mundo (L. vannamei) através da analise de expressao de
genes associados ao sistema imune nas diferentes regifes do trato
gastrointestinal.

Uma das categorias génicas mais representativas nos 6rgaos
avaliados neste trabalho foi a dos peptideos antimicrobianos (AMPS).
Em L. vannamei, somente no hepatopancreas ndo foi detectada a
expressdo de AMPs, assim como observado no camardo P. monodon
(SUPUNGUL et al., 2004). Da mesma maneira, altos niveis de
expressdo também foram relatados no intestino médio dos camardes P.
monodon (SOONTHORNCHAI et al., 2010; SUPUNGUL et al., 2004)
e M. japonicus (NAGOSHI et al., 2006). Litvan ALF-A foi o AMP que
apresentou os mais altos niveis de expressdao no estbmago, ndo sendo
detectado nos outros 6rgdos. O gene Litvan ALF-B, por sua vez, foi
detectado no estdmago, intestino médio e intestino posterior. Ao
encontro do que foi observado neste trabalho, esse gene também foi
expresso no estdbmago de camarbes dessa mesma espécie (WANG;
CHANG; CHEN, 2007). Enguanto que o gene ALF do grupo C foi
expresso apenas no intestino médio e posterior de L. vannamei, ele foi
detectado em baixos niveis no estbmago do camardo M. japonicus
(NAGOSHI et al., 2006). Em F. chinensis, o gene ALF1 mostrou baixa
expressao no hepatopancreas e alta expressao no intestino médio (LIU et
al., 2005a), porém ndo foi detectado no hepatopancreas e no intestino
médio de L. vannamei. As peneidinas foram todas expressas no
estbmago e intestino médio de L. vannamei e detectadas em alta
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expressdo no intestino médio e em baixa expressdo no intestino posterior
de P. monodon (SOONTHORNCHAI et al., 2010). Sendo efetores do
sistema imune inato e agindo como a primeira linha de defesa
(HANCOCK; DIAMOND, 2000), os AMPs sdo moléculas essenciais no
combate aos microrganismos invasores e também sdo conhecidos pelas
suas propriedades imunomodulatérias (BOWDISH; DAVIDSON;
HANCOCK, 2005). Assim como ocorre nos hemacitos, que produzem e
armazenam AMPs (SOMBOONWIWAT et al., 2005), as células
intestinais podem estar exercendo a mesma funcdo, produzindo e
liberando AMPs no limen do intestino para controlar tanto os
microrganismos comensais, como 0s patogénicos. O controle de
bactérias da microbiota da hemolinfa foi anteriormente observado em M.
japonicus, onde uma lectina do tipo C é responsavel por regular a
expressdo de AMPs que selecionam as comunidades microbianas ali
presentes (WANG et al., 2014).

Assim como observado para 0s AMPs, o0s genes de sinalizacdo
celular foram mais representativos no estbmago, intestino médio e
intestino posterior. O gene LvPelle apresentou baixos niveis de
expressdo no estdbmago, enquanto que mostrou-se constitutivamente
expresso no trabalho de Wang e colaboradores (2011). A expressdo do
gene Pelle foi anteriormente reportada no intestino médio de L.
vannamei, o qual é constitutivamente expresso no intestino posterior de
camar@es saudaveis, bem como o gene TRAF6 (WANG et al., 2011).
No presente trabalho, LvIMD apresentou expressdo moderada no
estdbmago, intestino médio e intestino posterior, porém sua expressao
ndao foi detectada no hepatopancreas. Comparativamente, em L.
vannamei, esse gene foi altamente expresso no intestino médio e
posterior, e apresentou expressdo moderada no hepatopancreas (WANG
et al., 2009). O gene Toll3, altamente expresso no estdmago, ausente no
hepatopancreas e detectado no intestino médio e posterior, apresentou
expressdo em diferentes érgdos, inclusive nos hemacitos, sendo mais
expresso no coragdo e intestino (WANG et al., 2012b). O gene
LvHMGBa foi expresso em niveis baixos no hepatopancreas de L.
vannamei, enquanto que no trabalho de Chen e colaboradores (2011), se
mostrou altamente expresso nesse 6rgao.

A co-expressdo de AMPs e efetores das vias de sinalizagdo
celular nas mesmas regides do trato gastrointestinal (estdbmago, intestino
médio e posterior) sugere que essas vias estejam controlando a
expressdo de AMPs nesses 6rgdos. Em insetos, por exemplo, a via IMD
esta implicada nas defesas locais (epitélios) e sistémicas, mas também
na manutencdo das comunidades microbianas comensais no intestino
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(CLAYTON; DONG; DIMOPOULOS, 2013) através da transcricao de
diferentes efetores do sistema imune, em especial os AMPs (MEISTER
et al., 2005). Estudos mostraram que o silenciamento de Cad (um
antagonista do fator de transcricdo Relish/Rel2 e um regulador negativo
da via IMD no mosquito Anopheles gambiae) levou ao aumento da
expressdo de certos AMPs e a modulacdo da microbiota do intestino,
enfatizando que o equilibrio da relagdo antagbnica de Cad e Rel garante
um balancgo entre as defesas imunolégicas e a homeostase da microbiota
intestinal (CLAYTON; DONG; DIMOPOULOQOS, 2013; ROYET,;
CHARROUX, 2013). Em mosquitos, foi demonstrado que a via de
sinalizacdo celular IMD é responsavel pela manutencdo da sua
microbiota intestinal e pelo controle de Plasmodium falciparum, agente
etiologico da maléaria (CLAYTON; DONG; DIMOPOULOQS, 2013).

Em relagdo a categoria das proteinas de reconhecimento padréo, o
hepatopancreas mostrou expressar a maior quantidade de genes. Em M.
japonicus, o gene MjGal foi detectado em baixos niveis no estbmago e
apresentou alta expressdo no hepatopancreas e no intestino médio (SHI
et al., 2014), porém, em L. vannamei, o gene LvGal ndo foi detectado no
hepatopancreas, mas foi altamente expresso no intestino médio e
apresentou baixa expressdo no estbmago e intestino posterior. Em P.
monodon, a proteina antiviral LvAV (uma lectina do tipo-C), que esta
presente no estdbmago (LUO et al., 2003), apresentou alta expressdo no
hepatopancreas e foi detectada no intestino (LUO et al., 2006). No
entanto, em L. vannamei, esse gene apresentou altos niveis de expressao
no hepatopancreas, ndo sendo detectado nos outros 6rgdos. O
hepatopancreas € um importante sitio de sintese de PRPs em diferentes
espécies de crustaceos (CHENG et al., 2005; LE ROUX et al., 2002;
LEE; SODERHALL, 2002), em especial os genes LVLGBP e LvBGBP
(WANG; CHANG; CHEN, 2007), assim como as lectinas LVLT (MA et
al., 2007) e LvLectin-1 (LUO et al., 2011). A alta abundancia de
transcritos provavelmente reflete 0 6rgdo como a principal glandula de
sintese e armazenamento de proteinas da hemolinfa (WANG; CHANG;
CHEN, 2007). Estudos transcriptdmicos (bibliotecas de EST)
evidenciaram que o hepatopancreas de peneideos ¢ um importante sitio
de expressdo de genes relacionados ao sistema imune, sugerindo a
participacdo dessa glandula digestiva nas respostas de defesa de
camarfes (GROSS et al., 2001). Além da importancia na imunidade
humoral, o hepatopancreas possui diversas funcdes vitais e esta
envolvido em diversas atividades metabdlicas (GIBSON; BARKER,
1979). Ele participa do processo digestivo através da completa quebra
do bolo alimentar recebido do intestino anterior, producdo de enzimas
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digestivas e absor¢do dos produtos da digestdo, e também a remocéao do
material residual na forma de fezes (ICELY; NOTT, 1992). A diferenga
de expressdo génica entre o0 hepatopancreas e as outras partes do trato
gastrointestinal reflete a compartimentalizacdo do intestino. Por ser uma
glandula anexa e ndo ter contato direto com os intestinos anterior, médio
e posterior, 0 hepatopancreas ndo compartilha o epitélio para a
imunidade intestinal.

Em relacdo ao sistema redox, o gene LvcMnSOD mostrou altos
niveis de expressdo no estdbmago, intestino médio e intestino posterior, e
baixa expressdo no hepatopancreas. Em um trabalho anterior, cMnSOD
também mostrou ser altamente expresso no estdmago e pouco expresso
no hepatopancreas, enquanto que no intestino médio, ele foi detectado
em baixos niveis de expressdo no L. vannamei (WANG; CHANG;
CHEN, 2007). Em outro trabalho, o gene cMnSOD de P. monodon
apresentou alta expressdo no intestino médio (SOONTHORNCHAI et
al., 2010). O gene LVNOS foi encontrado em niveis moderados de
expressdo no estdbmago e intestino médio. Segundo um trabalho de Yao
e colaboradores (2010), o gene LVNOS apresentou expressdao no
estbmago, mas também no hepatopancreas. Por outro lado, em P.
monodon, esse gene apresentou auséncia de expressio no
hepatopancreas e foi detectado no intestino médio (WU; SIVA; SONG,
2013). Os genes do sistema redox parecem ser tdo importantes para a
imunidade intestinal de camardes como para outras espécies de
artropodos. Em mosquitos, as condicdes redox sdo um dos fatores
responsaveis pela diversidade da microbiota no tubo digestivo, aliados a
efeitos de pH, enzimas digestivas e tipo de alimentacdo (DILLON;
DILLON, 2004). Além disso, evidéncias sugerem que O estresse
oxidativo induzido pela bactéria Wolbachia sp. no mosquito hospedeiro,
ativa a via Toll (PAN et al., 2005). Um estudo revelou que em estagios
tardios da infeccdo por WSSV, os hemdcitos do camardo mostram
diversas mudancas como a inducdo da permeabilizacdo mitocondrial e o
aumento do estresse oxidativo (CHEN et al., 2011). Por outro lado,
alguns genes envolvidos com a protecdo do estresse oxidativo de L.
vannamei parecem ser modulados negativamente pelo WSSV
(ROBALINO et al., 2007).

Alguns genes foram expressos exclusivamente no trato
gastrointestinal, o que sugere que os transcritos estdo sendo produzidos
pelas células epiteliais desses 6rgdos, como a lisozima Litvan iLYZ e as
lectinas LvlLectin-1, LvCTL3 e LVLT. No entanto, como o sistema
circulatério dos camarbes € do tipo aberto/semiaberto, pode ocorrer
infiltracdo dos hemdcitos para os diferentes tecidos e a fraca detec¢do de
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transcritos apds o estimulo pode ser originada desses hemdcitos
infiltrantes (WANG et al.,, 2014). Hemdcitos infiltrados podem
contribuir com a expressdo de genes como proPO, PENS3 e lisozima do
tipo C. Além dos fracos sinais de deteccdo nos Orgdos do trato
gastrointestinal, o perfil semelhante de expressdo desses genes nos
diferentes tecidos também pode indicar infiltragdo hemocitéaria. Outra
razdo possivel para expressdes diferenciadas entre os tecidos seria de
que hemécitos em circulagdo expressam genes diferentes daqueles
infiltrados porque sdo mais diferenciados (WANG; CHANG; CHEN,
2007). O gene da proPO, que é essencialmente expresso em hemacitos,
foi encontrado em baixos niveis de expressdo em outros tecidos de
camardes ndo estimulados e estimulados. Em um trabalho de Wang e
colaboradores (2006), sinais de expressdo da proPO foram detectados
em celulas ndo-hemocitarias pela técnica de hibridizacdo in situ e
confirmadas por RT-PCR. Em P. monodon, a proPO foi detectada no
hepatopéancreas e no intestino médio (SOONTHORNCHAI et al., 2010).
Foi observada a expressdao do gene da proPO no estdmago, intestino
médio e intestino posterior. Esse resultado vai de encontro ao observado
em F. chinensis, onde o nivel de expressdo da proPO é alto no
hepatopancreas (GAO et al., 2009). A fim de confirmar a expressdo de
genes relacionados ao sistema imune nos oOrgdos do trato
gastrointestinal, sdo necessarias técnicas complementares como a de
hibridizacdo in situ, responsavel por elucidar o local de expresséo
génica, visto que a expressdo encontrada pode ser proveniente de
hemécitos infiltrados. A imunolocalizacédo de alguns efetores do sistema
imune no trato gastrointestinal de L. vannamei (Litvan PEN3, Litvan
STY-I, Litvan ALF-B e LVNOS) esta sendo atualmente realizada no
nosso laboratério e complementara os resultados encontrados neste
trabalho.

Para avaliar a expressdo génica frente a infecces bacterianas e
virais, foram selecionados alguns genes a partir do perfil de expressado
observado no intestino médio de camardes apds estimulo microbiano e
pela funcdo que desempenham nas respostas de defesa antibacterianas e
antivirais de camardes. Visto que o intestino médio é desprovido de
cuticula, diferentemente das outras partes do trato gastrointestinal
(LOVETT; FELDER, 1990), essa regido representa um possivel sitio
para a entrada de patdgenos. A membrana peritréfica (MP) é um
importante mecanismo de defesa contra microrganismos invasores no
intestino médio, assim como mostra o trabalho de Soonthornchai e
colaboradores (2010), onde a expressdo de uma proteina mucina-like da
MP é aumentada apds exposicao ao V. harveyi, mostrando que a bactéria
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perturba o epitélio do intestino médio e pode ocasionar aumento de
proteinas responsaveis pela sintese da MP.

Segundo o trabalho de Gongalves e colaboradores (2014), grande
parte dos genes relacionados ao sistema imune apresentam as maiores
diferencas nos niveis de transcritos nos hemdcitos 48 h ap6s uma
infeccdo com WSSV, como o Lv-Ago 2, LvDcr2 e LvSid-1. Porém,
alguns genes como Lv-Ago 1, Lva2M-2 e LvDorsal, modulam
positivamente em 24 h e voltam aos niveis basais em 48 h. Sendo assim,
0s niveis de expressdo génica podem variar conforme o tempo de
exposicdo ao patdgeno. Em M. japonicus, o gene NOS teve seu pico de
expressdao em 12 h apos a infeccdo por V. penaeicida e comegou a
diminuir no tempo de 24 h (INADA et al., 2010). Apés infeccdo com
WSSV, os genes LVvHMGBa e LvHMGBb foram modulados
positivamente e apresentaram um pico de expressdo no tempo de 24 h
(CHEN et al., 2011), enquanto que o gene Lectin de F. chinensis
comeca a aumentar a expressao em 3 h ap6s a infeccédo e volta aos niveis
basais entre 6 e 48 h (LIU et al., 2007). No presente estudo, 0s genes
Litvan PENZ2, Litvan PEN3 e Litvan PEN4 ndo apresentaram diferencas
nos niveis de transcritos 48 h apds infeccdo com V. harveyi e WSSV,
Nos hemdcitos, por outro lado, o pico de expressdo génica desses genes
foi anteriormente observado 3 h ap6s a infeccdo com WSSV e em 48h o
gene apresenta modulacdo negativa no nivel de transcritos (WANG et
al., 2013). Em infecgdo oral por V. harveyi em P. monodon, o gene da
peneidina (PEN3) foi altamente expresso nos hemaocitos e moderado no
intestino anterior e médio 24 h apds o contato com a bactéria
(SOONTHORNCHAII et al., 2010).

Neste trabalho, enquanto que o gene Litvan ALF-B ndo
apresentou diferencas entre os niveis de transcritos frente a ambos os
patégenos avaliados, Litvan ALF-A e Litvan ALF-C apresentaram
modulagdo positiva frente & infeccdo bacteriana e apenas ALF-A
apresentou reducdo nos niveis de transcritos em resposta ao WSSV. Em
hemacitos circulantes, a expressdo dos genes ALF-B e ALF-C modula
em resposta a infec¢do com F. solani e injaria, enquanto que o ALF-A
ndo é modulado (ROSA et al.,, 2013). Em um estudo com ALF
recombinante em P. monodon, foi demonstrada a atividade
antimicrobiana contra fungos e bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (SOMBOONWIWAT et al., 2005). No lagostim Pacifastacus
leniusculus, o gene ALF demonstrou ser capaz de reduzir a replicacdo
do WSSV (LIU et al., 2006). Estudos indicam que o gene ALF ¢
induzido frente a desafio bacteriano em muitos camardes (LIU et al.,
2005; NAGOSHI et al., 2006), enquanto que em P. leniusculus é
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induzido frente a infeccdo com WSSV (LIU et al., 2006). Os genes
Litvan ALF-A e Litvan ALF-C geralmente sdo expressos em niveis
menores do que o Litvan ALF-B, porém eles também possuem funcdes
importantes na sobrevivéncia dos camarfes em infeccdes contra
bactérias e fungos (PONPRATEEP et al., 2012) a nivel intestinal,
evitando que esses patdgenos entrem na cavidade do corpo e causem
doenca.

Diferente dos demais genes associados as defesas antivirais, 0
gene LvDcr2 foi induzido no intestino médio nos camardes infectados
com a bactéria V. harveyi. No trabalho de Gongalves e colaboradores
(2014), genes como Lv-Ago 2, LvDcr2 e Lv-Sid-1, foram induzidos nos
hemacitos de camardes L. vannamei 48 h ap6s uma infeccdo letal com
WSSV. Outros trabalhos também mostraram que as proteinas Sid-1,
argonauta e Dicer sdo induzidas pelo WSSV. O gene Dicer 2 mostrou
ser induzido quando camardes das espécies L. vannamei e P. monodon
sdo tratados com dsRNA poli (C-G) ou poli (I:C) (CHEN et al., 2011; LI
et al., 2013). Em M. japonicus, Dicer 2 mostrou mediar a biogénese de
SiRNA antiviral e impedir o aumento do nimero de cépias do WSSV 24
e 48 h ap6s a infeccdo (HUANG; ZHANG, 2012).

A infeccgdo foi padronizada em DL50, onde foi injetada uma dose
de microrganismos capaz de matar 50% dos animais. Porém, o pico de
mortalidade de camardes infectados com o V. harveyi ocorreu em 24 h.
Como o trato gastrointestinal dos animais foi coletado em 48 h, foi
observada a expressdo génica apenas dos sobreviventes. O pico de
mortalidade para o WSSV, no entanto, ocorreu uma semana apos a
infeccdo, e neste experimento foi observada a expressdo génica tanto
dos animais que iriam sobreviver como daqueles que morreriam. Isso
pode estar sendo refletido em uma maior variabilidade expressao
observada nos animais apds a infeccéo viral.

Apesar de muitos genes terem apresentado modulacdo génica no
intestino médio frente ao desafio com a bactéria V. harveyi (mortas por
calor), a infeccBo com a bactéria viva trouxe alguns resultados
diferentes. Interagdes do patdégeno com o hospedeiro podem ser as
causas dessas expressdes diferenciadas, pois muitas proteinas participam
dessa interacdo e os diferentes padrdes de expressdo entre camarfes
desafiados com bactéria e virus indicam que o hospedeiro possui
diferentes estratégias para resistir a diferentes patdgenos. Essas
interacbes geram respostas evolutivas que podem estar atuando nos
genes relacionados ao sistema imunol6gico, como os AMPs, propondo
gue as mutagdes dos patdgenos podem estar aperfeicoando as barreiras
do sistema imune contra eles (SCHMITT; ROSA; DESTOUMIEUX-
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GARZON, 2015). Os patégenos, quando Vvivos, podem ocasionar
modulacdo (positiva ou negativa) nos genes do hospedeiro. No presente
trabalho, essa modulacdo ndo foi observada com a bactéria morta, pois a
indugdo dos genes foi o resultado do reconhecimento dos padrdes
moleculares.

Para realizar este trabalho, foi realizada infeccdo experimental
por injecdo para que fosse assegurado que teriamos a mesma quantidade
de virus e bactérias nos animais. Porém, uma infeccdo oral (per 0s)
poderia ser uma maneira melhor de mimetizar a rota natural do
microrganismo e investigar as interacGes que ocorrem entre 0 patégeno
e 0 hospedeiro no trato digestivo (SOONTHORNCHAI et al., 2015).
Em camardes, existem diferentes rotas naturais de infeccdo por bactérias
virulentas isoladas, que é a maneira oral, transcuticular, causada por
ferimentos, ou por qualquer desequilibrio na microbiota, porém, é
provavel que multiplas rotas de infeccdo ocorram simultaneamente para
0 mesmo patdgeno (SAULNIER et al., 2000).

A microbiota intestinal desempenha um importante papel na
salde do hospedeiro. Entender os processos dinamicos de interacdo
entre a microbiota e o hospedeiro frente a uma infecgéo é essencial para
promover intervencBes que ajudem a manter a saude do animal
(FRANK et al., 2007). As bactérias sdo capazes de se ligar a area do
intestino médio dos camardes se tornando residentes de longo prazo
devido ao fato de que essa area ndo é descartada durante a muda
(SOONTHORNCHAI et al., 2015). Algumas bactérias secretam
enzimas que degradam a MP, resultando na colonizagdo da camada
epitelial (PETERS, 1992). Existem alguns patégenos, como o V.
parahaemolyticus, que produzem toxinas capazes de penetrar a MP e
causar danos, sem que a bactéria atravesse a MP (MARTIN; RUBIN;
SWANSON, 2004). Além da MP exercer uma barreira fisica para o
estabelecimento de bactérias, a imunidade da mucosa do intestino de
camar@es pode controlar diretamente o ndmero de microrganismos da
microbiota (SOONTHORNCHAI et al.,, 2010). Muitos genes que
codificam proteinas constituintes da MP séo induzidos frente & infeccao
com Pseudomonas spp., confirmando o papel de defesa da membrana
prevenindo o contato entre a bactéria e o epitélio do intestino
(VODOVAR et al., 2005). Sabe-se que a hemolinfa de alguns
invertebrados aquaticos possui um nimero baixo e estavel de espécies e
cepas bacterianas (FAGUTAO et al.,, 2009). Em camar@es, existem
moléculas capazes de regular a homeostase dessa microbiota, como por
exemplo, uma lectina do tipo C (MjHeCL), que é constitutivamente
expressa pelos hemdcitos. Essa lectina possui a fungdo indireta de
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impedir que as bactérias dessa microbiota se proliferem. A atividade
antimicrobiana direta é realizada pelos peptideos antimicrobianos ALF4
e ALF6 (WANG et al., 2014). Outro exemplo de controle da microbiota
é 0 gene ALF3 de P. monodon, que possui funcdo de controlar a
proliferacdo das bactérias da microbiota no hepatopancreas e hemolinfa
(PONPRATEEP et al., 2012).

As comunidades bacterianas da microbiota podem diferir de
acordo com o habitat e o estado de salde do hospedeiro. A variagéo
dessa microbiota ndo € um processo aleatério e acontece através de um
gradiente, onde essas mudancas estdo relacionadas com a severidade das
doencas que acometem os camardes (XIONG et al., 2015). Além disso,
sob condicGes de estresse, alguns microrganismos oportunistas
naturalmente presentes na microbiota intestinal desses animais podem se
disseminar e causar enfermidades. Exemplos da aplicabilidade de
estudos sobre a interacdo da microbiota endobionte e o sistema imune
pode ser evidenciado em insetos vetores, 0Ss quais Se encontram
relativamente avancados e aplicados no controle de doencas humanas
(BIAN et al., 2013). Em especial, foi demonstrado que a bactéria
endobionte Wolbachia pipientis é capaz de bloquear a transmissao do
virus da dengue no mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti, representando
uma estratégia biotecnoldgica para o controle dessa doenga (DONG;
MANFREDINI; DIMOPOULOS, 2009; JACUPS et al., 2013). Da
mesma forma, o estudo da microbiota endobionte de espécies cultivadas
de crustaceos podera despontar em futuro préximo como uma estratégia
inovadora e promissora no controle de enfermidades.

Frente aos muitos problemas que enfrenta a carcinicultura com
doencas ocasionadas por diferentes patdgenos, o presente estudo abre
possibilidades para a aplicacdo de ferramentas como a técnica de RNAI
e gendmica funcional. A técnica de RNAIi pode ser utilizada para
silenciar os genes diferencialmente expressos identificados nesse
trabalho para verificar a funcdo deles na manutencdo da microbiota
intestinal e no controle de infecgdes bacterianas e virais. Estudos dessa
natureza sdo essenciais para o entendimento das relagBes patogeno-
hospedeiro em camardes e para o desenvolvimento de novas estratégias
para o controle de enfermidades nos cultivos.
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
7.1. CONCLUSOES

- Genes de diversas categorias funcionais associadas ao sistema
imune sdo diferencialmente expressos nas quatro principais regides do
trato gastrointestinal do camardo L. vannamei;

- A expressdo de alguns genes associados ao sistema imune de
camardes € modulada no intestino médio frente a infecges bacterianas e
virais.

7.2. PERSPECTIVAS

- Confirmar a localizacdo dos sitios de expressdo dos diferentes
genes por hibridizac&o in situ e/ou imunohistoquimica;

- Avaliar a expressdo dos genes identificados neste estudo em
animais apos infecgdes orais (per 0s);

- Avaliar o papel dos genes expressos no trato gastrointestinal na
manutencdo da microbiota intestinal e no controle de enfermidades
bacterianas e virais;

- Compreender o envolvimento da microbiota intestinal na
regulacdo dos genes expressos no intestino.
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