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RESUMO
Os camardes praticam canibalismo de animais doentes e moribundos, sendo a via oral uma
importante via de infec¢do e entrada de patdgenos, como o virus da sindrome da mancha
branca (WSSV). A exemplo dos insetos, o epitélio intestinal dos camardes deve possuir
respostas imunologicas especializadas e regionalizadas que ndo sdo ainda conhecidas. Nesse
contexto, o presente estudo avaliou o efeito da via de entrada do WSSV (oral ou sistémica)
sobre o perfil transcricional de genes associados a imunidade e a sua expressdao espacial no
intestino médio (IM) de camardes juvenis Litopenaeus vannamei. A expressao da maioria dos
genes avaliados (47 no total) ndo foi diferencial em fung@o a via de entrada do virus. Contudo,
quatro genes tiveram sua expressao reprimida pelo desafio oral: os PAMs Litvan ALF-A (4,4x
fold change), Litvan ALF-C (4,8x) e Litvan ALF-G (6,4x) e o gene pertencente a via Toll de
sinalizagdo celular, LvToll2 (4,7x). A entrada do virus no organismo pela via sistémica esteve
associada com a modulacao dos genes Litvan ALF-A (-2,3x) e LvproPO1 (2,8x). Além disso,
a expressao espacial de 37 genes foi avaliada nas porgdes anterior, medial e posterior do IM.
Nos animais naive, 22% dos genes apresentaram expressao diferencial em uma das regides do
IM (Litvan ALF-G, Lvan-Stylicinl, Lvan-Stylicin2, LvIAP3, LvToll3, LvToll4, LvPPAE2 e
Lva2M-2). Apds o desafio dos animais com o WSSV, a expressdo de 81% dos genes foi
consideravelmente reprimida (PAMs, homeostasia, defesa antiviral, sistema proPO, via Toll,
inibidores de proteases ¢ PRPs), com trés genes registrando niveis de expressdo nao
quantificaveis (LvToll3, LvToll4 e Lva2M1) e outros sendo reprimidos em todas as porgdes
do IM: LvyPEN4 (2x a 5x), LvproPO1 (4x a 6x), LYPPAE2 (5x a 12x) e Lva2M-2 (2x a 41x).
Contudo, 19% dos transcritos foram induzidos pela infec¢ao viral, estando eles relacionados a
inibicdo de apoptose (2x LvIAP3), homeostasia (2,9x LvHHAP), defesa antiviral (2,3x
LvDcrl) e sinalizagdo celular (2x LvHMGBa). A regido anterior do IM apresentou modulagado
exclusiva de alguns genes (Litvan ALF-A, Litvan ALF-B, Litvan ALF-C, Litvan ALF-G,
LvDscam, LvIAP3 e LvDOME), assim como a regido medial (LvHHAP, LvClot, LvTGII e
LvSid-1) e a posterior (Litvan PEN 1/2). A regido anterior do IM de camardes demonstrou ser
um importante sitio de expressdo de moléculas antimicrobianas contra patdgenos que
adentram o camardo pela via oral. Estudos sobre a imunidade intestinal dos peneideos podem
auxiliar na compreensdo da intera¢do patdgeno-hospedeiro e no desenvolvimento de novas
estratégias para o controle de enfermidades nos cultivos. Palavras-chave: peneideos; sistema

imune; intestino médio; desafio sist€émico; desafio oral; RT-qPCR.



ABSTRACT

Shrimp practices cannibalism of moribund and infected animals, and the oral route is the most
usual access to pathogen entry, such as the white spot syndrome virus (WSSV). As occurs in
insects, the shrimp's intestinal epithelium should have specialized and regionalized immune
responses that are currently unknown. In this study, we evaluated the effect of the WSSV
entry route (oral or systemic) on the transcriptional profile of immune-related genes and their
spatial expression in the midgut from juvenile shrimp Litopenaeus vannamei. Nevertheless,
the viral entry route was not associated with the modulation of most of the evaluated genes,
the oral challenge decreased the expression of three antimicrobial peptide genes: Litvan ALF-
A (4.4x fold change), Litvan ALF-C (4.8x), and Litvan ALF-G (6.4x), and the Toll receptor
gene, LvToll2 (4.7x); the WSSV challenge by systemic route changed the expression of
Litvan ALF-A (-2.3x) and LvproPO1 (2.8x). Additionally, we investigated the spatial
expression of 37 immune-related genes in the midgut (anterior, medial, and posterior region)
from naive animals (basal expression) and WSSV infected shrimp (48 h post-oral challenge).
Around 20% of the genes showed differential expression in the midgut regions from
unchallenged shrimp (Litvan ALF-G, Lvan-Stylicinl, Lvan-Stylicin2, LvIAP3, LvToll3,
LvToll4, LvPPAE2 and Lvo2M-2). Regarding the WSSV challenged shrimp, 81% of
transcripts were quite repressed in, at least, one of the midgut regions (AMP, homeostasis,
antiviral defense, proPO system, Toll signaling pathway, protease inhibitors, and PRP),
including genes unable to be quantified (LvToll3, LvToll4, and Lva2MI1). Some few genes
were repressed in all midgut regions, as the LVPEN4 (2x a 5x), LvproPO1 (4x a 6x), LvPPAE2
(5x a 12x) and Lva2M-2 (2x a 41x). The WSSV infection promoted the induction of 19% of
evaluated genes, whose transcripts were related to apoptosis inhibition (2x LvIAP3),
homeostasis (2.9x LvHHAP); antiviral defense (2.3x LvDcrl) and cell signaling (2x
LvHMGBa). Exclusive gene expression was particularly uncovered in the anterior midgut
region (Litvan ALF-A, Litvan ALF-B, Litvan ALF-C, Litvan ALF-G, LvDscam, LvIAP3, and
LvDOME), as well as in the medial (LvHHAP, LvClot, LvTGII, and LvSid-1) and posterior
region (Litvan PEN 1/2). In conclusion, the anterior midgut region revealed to be an essential
site to the expression of antimicrobial molecules against pathogens that invade the shrimp
orally. Studies addressing the intestinal immunity can help to understand the host-pathogen
interaction and support new strategies to disease control in shrimp farming.

Keywords: penaeid; immune system; midgut; systemic challenge; oral challenge; RT-qPCR.
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INTRODUCAO GERAL

Nas ultimas décadas, a produgdo aquicola mundial passou a desempenhar um papel
importante para suprir a crescente demanda por alimentos, especialmente devido ao aumento
a nivel mundial da populagdo e da pesca extrativista nos oceanos. Segundo dados recentes da
FAO (Organizacao das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura), o cultivo mundial
de crustaceos representa cerca de 10 % da produgdo aquicola mundial (7,9 milhdes de
toneladas) do total produzido, sendo um dos segmentos do agronegdcio com maior destaque
economico. Devido ao seu alto valor de mercado, o cultivo de crustaceos responde por 24,6%
(US$57,1 bilhdes) do valor total gerado (FAO, 2018).

A espécie de crustaceo mais cultivada no mundo € o camardo branco do Pacifico,
Litopenaeus vannamei (Figura 1), que em 2016, representou 53% da producao mundial de
crustaceos e cerca de 85 % da producdo de peneideos (FAO, 2018). Esse peneideo ¢ uma
espécie naturalmente encontrada no Oceano Pacifico desde a provincia de Sonora, no México,
até o sul de Tumbes, no Peru (PEREZ FARFANTE; KENSLEY, 1997) e possui excelentes
caracteristicas zootécnicas tais como elevada e rdpida taxa de crescimento, além de
rusticidade no manejo (BRIGGS et al., 2004).

Atualmente, os maiores produtores sdo os paises asiaticos China, Vietna, Indonésia,
India e Tailandia, responsaveis por cerca de 80 % da producio mundial e, no continente
americano, destacam-se o Equador, o México e o Brasil (FAO, 2018). No Brasil, a regido
Nordeste concentra (99,4% da produgdo total, sendo Rio Grande do Norte o principal

produtor (43,2% da producao), seguido pelo Ceara (28,5%) (IBGE, 2018).

Figura 1 - Exemplar adulto do camarao do Pacifico Litopenaeus vannamei.

lcm

Fonte: Laboratorio de Imunologia Aplicada a Aquicultura — LIAA
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No ambiente marinho, os microrganismos constituem mais de 90% da biomassa viva,
onde sdo essenciais para a ciclagem de nutrientes, geralmente estabelecendo associacdes
simbioticas com os outros organismos marinhos (EGAN; GARDINER, 2016). Estima-se que
a quantidade de bactérias e virus no meio marinho possa atingir, respectivamente, 10’
células/mL (MAEDA, 2002) e 10® particulas viraiss'mL (BERGH et al., 1989; SUTTLE,
2005). Neste ambiente, os microrganismos podem associar-se a diferentes 6rgaos e tecidos
dos organismos (MAEDA, 2002). Muitas microrganismos sao patdégenos oportunistas, como ¢
o caso de muitas bactérias Vibriondceas (VERON,1965) e, sabe-se que muitas das doengas
encontradas nos sistemas marinhos sao resultantes de uma disbiose microbiana (distarbio no
microbioma natural do hospedeiro) associada ao aumento de infec¢des oportunistas ou
polimicrobianas (EGAN; GARDINER, 2016).

Historicamente, a sustentabilidade da carcinicultura mundial enfrenta desafios
advindos especialmente de doencas infecciosas causadas por bactérias e virus. Bacterioses e
viroses ja& causaram perdas econdmicas de bilhdes de dolares aos paises produtores
(LIGHTNER et al., 2012; THITAMADEE et al., 2016). A intensificacao dos sistemas aliada
a um manejo inadequado no cultivo, ma nutricdo e alteragdes bruscas na salinidade, oxigénio
e temperatura da agua, sdo potentes fatores estressores aos animais confinados e que debilitam
0 seu sistema imune, tornando-os susceptiveis ao estabelecimento de infec¢des microbianas e
virais (KIBENGE, 2019).

Até o momento, o patdogeno viral mais devastador para a carcinicultura € o virus da
sindrome da mancha branca (WSSV, do inglés White spot syndrome virus) que, desde o seu
surgimento na Asia em 1992 e nas Américas em 1999, ocasionou perdas catastroficas ao
setor, com valor estimado acima de 15 bilhdes de dolares (LIGHTNER et al., 2012; TANDEL
etal.,2017).

Todas as espécies de camardes peneideos sdao altamente suscetiveis a infec¢ao pelo
WSSV (ESCOBEDO-BONILLA et al., 2008), que podem ser infectados ao longo de todo seu
ciclo de vida e em diferentes sistemas de cultivo (NUNES; FELJO, 2016), resultando
frequentemente em alta mortalidade. Uma vez infectados, os animais apresentam os primeiros
sinais clinicos, como natagdo erratica e diminuicdo das atividades metabdlicas, o
aparecimento eventual de manchas brancas na cuticula abaixo do exoesqueleto, resultante do
acimulo de sais de calcio (WANG et al, 1999; LIGHTNER et al., 2012). Em cultivos

tradicionais semi-intensivos, como em viveiros de terra, a mortalidade pode atingir 100%
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entre 3 a 10 dias, ap6s o surgimento dos primeiros sintomas (CHOU et al., 1995; WANG, et
al., 1999).

O WSSV ¢ um virus envelopado cujo genoma é composto por um longo DNA de
dupla fita circular (=305 Kpb) que codifica para um total de 181 proteinas estruturais e nao
estruturais (ESCOBEDO-BONILLA et al., 2008), sendo o unico membro do género
Whispovirus, da familia Nimaviridae (MAYO, 2002). Sua replicagdo ¢ nuclear e para maiores
detalhes consultar as revisdes de Escobedo-Bonilla e colaboradores (2008) e Verbruggen et
al. (2016). Morfologicamente, os virions do WSSV sio estruturas avolumadas (80-120 x 250-
380 nm), em forma de bastonete (CHOU et al., 1995; NADALA; LOH, 1998), com um
nucleocapsideo envolto por um envelope trilaminar e um apéndice em forma de cauda, cuja
funcdo ¢ ainda desconhecida (DURAND et al., 1997; NADALA; LOH, 1998).

O WSSV se replica em células de diferentes tecidos, especialmente as de origem
ectodérmica e mesodérmica (CHANG et al., 1996, KOU et al., 1998), incluindo o tecido
hematopoiético. Um fato relevante ¢ que a infeccdo compromete seriamente o sistema
imunologico dos camardes, uma vez que o WSSV se replica nas células imunocompetentes ou
hemocitos (WANG et al., 2002). Adicionalmente, analises ultraestruturais evidenciaram a
presenca do WSSV também no intestino médio (IM) dos animais, que ¢ de origem
endodérmica (ARTS et al., 2007).

O modelo do ciclo de vida e morfogénese do WSSV foi sugerido por Escobedo-
Bonilla e colaboradores (ESCOBEDO-BONILLA et al., 2008). Ao longo dessas fases, uma
grande variedade de interagdes moleculares ocorre entre o WSSV e seu hospedeiro
(VERBRUGGEN et al., 2016). Essas interagdes moleculares podem ser fatores-chave para a
suscetibilidade do hospedeiro, além de oferecer subsidios para a criacdo de ferramentas que
oportunizem formas de prevencao e/ou tratamento.

Os camardes se infectam com o WSSV através do consumo de tecido infectado por
meio de canibalismo ou predacdo (transmissdo horizontal) e, também, pelo contato de 4gua ou
dejetos contaminados. Animais mortos € moribundos podem ser uma fonte de transmissao de
doencgas (LO; KOU., 1998). A transmissdo vertical do patégeno, ou seja dos parentais para a
progénie, ndo estd muito bem estabelecida em camardes, uma vez que virions geralmente sao
ausentes nos 6vulos, sugerindo que os ovocitos que contém o virus ndo se maturam em ovulos
(PRADEERP et al., 2012). Contudo, outros autores sugerem uma transmissao vertical baseada

na presenga de virions na superficie dos 6vulos ou por fezes contaminadas da ninhada
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(ALDAY-SANZ, 2018).

Até 2004, o Brasil era livre de WSSV. No entanto, em dezembro daquele ano, o
primeiro surto foi registrado em fazendas de camardes no municipio de Imarui, sul do estado
de Santa Catarina (SC). A carcinicultura catarinense foi altamente impactada pela sindrome
da mancha branca, cuja producdo de 4.189 t em 2004 caiu vertiginosamente nos anos
seguintes, atingindo irrisorias 284,2 t em 2017 (EPAGRI, 2018). Até o presente momento, a
atividade em SC ndo se restabeleceu e atualmente existem apenas 10 das 108 fazendas
existentes em 2005. Na regido Nordeste, surtos de mancha branca foram inicialmente
relatados em 2008, em cultivos no Sul da Bahia (ABCC, 2016; NUNES; FELJO, 2016), sendo
que o virus espalhou-se rapidamente para os estados vizinhos e reduzindo a produgdo em
21,2% nos ultimos anos (IBGE, 2018).

Em vista deste cenario, torna-se fundamental tanto a ado¢do de medidas profilaticas
que visem o controle das enfermidades nos cultivos, como também visando o aumento da
imunocompeténcia dos animais, tornando-os menos suscetiveis. Neste contexto, estudos sobre
os mecanismos de defesa dos camardes frente ao WSSV mostram-se primordiais
fundamentais para o desenvolvimento futuro de ferramentas biotecnélogicas de prevencao e

tratamento de enfermidades.

ASPECTOS GERAIS SOBRE O SISTEMA IMUNE DOS CRUSTACEOS

A exemplo dos demais invertebrados, os crusticeos possuem apenas um sistema
imune do tipo inato, ndo possuindo o sistema imune adaptativo presente nos vertebrados,
caracterizado pela presenga de linhagens clonais linfociticas (células T e B), anticorpos e
memoria imunologica a longo prazo. A falta de um sistema imune adaptativo resulta na
impossibilidade de se desenvolver vacinas (na concepg¢ao classica desse termo) ou terapias
baseadas no reconhecimento altamente especifico de um antigeno, que os protejam contra
infec¢des reincidentes (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2014).

Contudo, estudos recentes demonstram que a capacidade de desenvolver memoria
imunolédgica, uma tipica caracteristica da imunidade adaptativa, ¢ também presente nas
respostas da imunidade inata de plantas, invertebrados e vertebrados (NETEA et al., 2015;
MELILLO et al., 2018). Estudos recentes em outros invertebrados t€ém demonstrado que o
contato prévio e ndo-letal com um determinado patdgeno pode levar a alteragdes na expressao

génica de alguns imunoefetores (immune priming), gerando uma resposta mais eficaz ou até
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mesmo de resisténcia do hospedeiro, numa segunda exposi¢do a esse mesmo patdogeno
(specific primed response) (PHAM et al., 2007; IMLER, 2013). Como mecanismo geral,
acredita-se que o immune priming induza a uma reprogramagao epigenética, que mediante um
segundo desafio apresentard uma resposta mais rapida e eficaz para a eliminagdo do patogeno
e, por consequéncia, haverd uma maior sobrevivéncia do hospedeiro (MELILLO, 2018).
Devido a essas e outras recentes descobertas, alguns autores atribuem a existéncia nos
invertebrados de uma imunidade adaptativa alternativa (KURTZ; ARMITAGE, 2006;
KURTZ; MILUTINOVI, 2016).

A recente descoberta de moléculas altamente variaveis contendo dominios de
imunoglobulina (Ig) altera o conceito de que os crustaceos ndao sejam capazes de um
reconhecimento mais especifico dos patogenos (NG et al., 2015). Em camardes, foram
identificadas at¢ o momento duas familias de proteinas com dominios Ig hipervariaveis,
Dscam (Down syndrome cell adhesion molecule) e FREP (Fibrinogen-related protein). A
partir de um unico gene podem ser geradas, por splicing alternativo, isoformas diferentes que
podem reconhecer de forma bastante especifica e diversa o mesmo microrganismo
(ARMITAGE; PEUB; KURTZ, 2015). A producdo de isoformas especificas de Dscam
aumenta a probabilidade de reconhecimento e fagocitose dos microrganismos invasores
(DONG; TAYLOR; DIMOPOULOQOS, 2006). A Dscaml de camardes ¢ capaz de induzir
especificidade imune, apos o desafio com um determinado patégeno mostrando capacidade de
ligacdo significativamente maior ao mesmo patogeno posteriormente (HUNG et al., 2013).

A primeira barreira de protecdo dos crustdceos contra a entrada de patdégenos €
proporcionada por uma carapaca externa rigida (exoesqueleto), que reveste internamente o
trato digestorio que também possui enzimas e moléculas, algumas com atividade
antimicrobiana (SOONTHORNCHALI ef al., 2010). Uma vez rompidas as barreiras fisicas e
quimicas, os microrganismos alcancam a hemocele e podem desencadear a ativagdo de uma
série de reacdes imunoldgicas no hospedeiro para neutralizar e eliminar estes agentes
invasores.

De maneira geral, as respostas de defesa estdo intimamente ligadas a hemolinfa dos
crustaceos, que circula em um sistema aberto ou semiaberto. A hemolinfa é composta por
uma fragdo celular, representada pelos hemocitos (células imunocompetentes) e uma fragdo
liquida, representada pelo plasma, onde estdo dissolvidos diversos fatores humorais

(TASSANAKAIJON et al., 2013; YANG et al., 2015).
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Tais respostas sdo desencadeadas a partir do reconhecimento do agente invasor (ou
de seus componentes estruturais) por proteinas de reconhecimento padrao/receptores
(PRP/PRR, pattern recognition proteins/receptors), presentes no hospedeiro. Estas moléculas
reconhecem especificamente os padroes moleculares exclusivos de microrganismos (MAMP,
microbial-associated molecular patterns), especialmente os lipopolissacarideos (LPS) das
bactérias Gram-negativas, as peptidoglicanas e acido lipoteicoéico das bactérias Gram-
positivas, as B-1,3/1,6-glicanas dos fungos e os 4cidos nucleicos [DNA simples-fita ¢ RNA
dupla-fita (dsRNA)] dos virus (ABBAS; LITCHMAN; PILLAI, 2015). A partir do
reconhecimento do ndo-proprio, diferentes respostas celulares e humorais sdo
simultaneamente acionadas a inducao/repressao de diferentes imunoreguladores e
imunoefetores, visando em conjunto, a protecdo do organismo contra os patogenos (Figura

2).

Figura 2. Respostas imunoldgicas induzidas nos hemocitos de camardes.
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Figura 2. Apds o reconhecimento dos patdégenos via PRR/PRP, diferentes reagdes de defesa sdo ativadas,
compreendendo: (1) respostas celulares como fagocitose, formagdo de nddulos e capsulas, infiltracdo e
formagdo de armadilhas extracelulares de acidos nucleicos; (2) resposta humoral baseada na degranulagdo e
liberagdo de diferentes imunoefetores e imunoreguladores e, (3) indug¢do e/ou repressio de genes

associados ao sistema imune. Fonte: BARRACO e colaboradores (2014).
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Entre os mecanismos atualmente reconhecidos em crusticeos, envolvidos na
destrui¢do de patdgenos destacam-se: (1) o reconhecimento do ndo-proprio por
receptores/proteinas de reconhecimento-padrdo (PRR/PRP); (2) a ativagdo de vias de
sinalizagdo intracelular; (3) a fagocitose, encapsulamento e nodulagdo associadas a formagao
de armadilhas extracelulares de acidos nucleicos; (4) a producao de moléculas microbicidas,
como as espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN) e os peptideos
antimicrobianos (PAM); (5) a melanizacdo mediada pelo sistema de ativagdo da pro-
fenoloxidase (proPO), gerando moléculas intermediarias altamente citotoxicas; (6) a
coagulacdo da hemolinfa; (7) a aglutinacdo celular mediada por lectinas e, (8) os sistemas
antivirais mediados pela interferéncia por RNA (RNAI), citocinas andlogas a interferons,
apoptose e autofagia (TASSANAKAIJON et al., 2013; BARRACO; PERAZZOLO; ROSA,
2014; LI; WENG; HE, 2019).

Os processos imunologicos acima mencionados estio muito bem caracterizados em
crustaceos e todos estdo intimamente associados a hemolinfa, caracterizando uma imunidade
celular e humoral. No entanto, recentemente tem-se voltado a aten¢do para uma imunidade
extra hemocitaria, associada aos epitélios, como aqueles presentes no intestino dos camardes.
Embora muito pouco ainda se conhega sobre a potencial imunidade intestinal em camardes, a
participagdo do intestino na imunidade dos insetos ja estd muito bem caracterizada (CAPO;
WILSON; DI CARA, 2019). Por exemplo, sabe-se que as c¢lulas epiteliais do intestino médio
de Drosophila melanogaster sintetizam moléculas antimicrobianas e citotdxicas, tais como os
PAM e espécies reativas de oxigénio que protegem o hospedeiro contra o estabelecimento de
patogenos (LEE et al., 2019).

Em relacdo a morfologia do trato gastrointestinal dos decdpodas, o mesmo ¢

constituido pelo intestino anterior (incluindo a boca, esdéfago e estdmago), intestino médio e

intestino posterior (reto e anus), acrescido da glandula digestiva denominada hepatopancreas

(SOONTHORNCHALI et al., 2010, MCGAW; CURTIS, 2013) (Figura 3). A maioria do

intestino ¢ revestida por uma cuticula quitinosa que separa o conteudo luminal do epitélio,
protegendo-o da abrasdo ocasionada pelas particulas alimentares. A excegdo ¢ a regido medial
do intestino que € revestida apenas por uma membrana peritrofica quitinosa, acelular e porosa,
que permite a absor¢do seletiva de nutrientes e ¢ composta por fibrilas associadas a
glicoproteinas e proteoglicanas (WANG et al., 2012; MCGAW; CURTIS, 2013;
SOONTHORNCHAI et al., 2015).
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Figura 3. Esquema representativo (fora de escala) do trato gastrointestinal do camardo

Litopenaeus vannamei.

Intestino médio

Intestino anterior Ceco anterior Ceco posterior

Intestino posterior

Hepatopancreas

Figura 3. O trato gastrointestinal ¢ divido em intestino anterior [boca, esdfago e estdmago (seta lilas)],
hepatopancreas (seta rosa), intestino médio (destacado em vermelho, contendo os cecos anterior € posterior)

e intestino posterior [reto e anus (seta azul)]. Adaptado de Farias e colaboradores (2019).

A pratica de canibalismo entre os camardes ¢ muito comum (LO; KOU, 1998) e estes
animais podem facilmente infectar-se pelo trato gastrointestinal. Apesar das barreiras fisicas
(cuticula quitinosa) e quimicas (enzimas digestivas, baixo pH, etc) presentes no intestino
anterior, os microrganismos podem alcancar o intestino médio, ultrapassar a barreira
conferida pela membrana peritréfica e adentrar no organismo via epitélio, tornando esta
por¢ao do intestino susceptivel as infecgdes (ARTS et al., 2007; WANG et al., 2012). Em
contrapartida, acredita-se que estratégias de defesa tenham sido evolutivamente impostas ao
intestino para que estes animais sobrevivessem em ambientes ricos em microrganismos, ha
pelo menos 500 milhdes de anos (GORDON; GREEN, 2018). Porém, a participagdo efetiva
do epitélio intestinal na imunidade dos camardes esta ainda por ser conhecida.

Outro fato curioso ¢ que o intestino médio da mosca da fruta Drosophila
melanogaster pode ser subdividido em até seis diferentes regides, de acordo com dados
morfométricos, histoquimicos e transcritomicos (CAPO; DI CARA, 2019). Em camardes, sdo
poucos os estudos neste tema, porém no peneideo Penaeus monodon, Soonthornchai e
colaboradores (2010) avaliaram a expressdo de seis genes imunologicos em duas por¢des do

intestino médio: AM (anterior e medial) e PH (posterior do IM com intestino posterior), onde
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os animais foram desafiados experimentalmente com o V. harveyi. Dos seis genes, o peptideo
antimicrobiano ALF3 apresentou diferenca de expressdo entre as partes, sugerindo que o
intestino do camardo pode responder a uma infec¢do bacteriana de maneira diferente em
diferentes partes do intestino médio. Posteriormente, 0 mesmo grupo identificou que existe
uma distribuicdo assimétrica das comunidades bacterianas ao longo do intestino médio dos
camardes (SOONTHORNCHALI et al., 2015). Esses achados sugerem que os camardes, a
exemplo de outros artrépodes, devam também possuir uma regionalizagdo funcional e
morfoldgica no intestino médio.

Nos ultimos anos, nosso grupo (Laboratorio de Imunologia Aplicada a Aquicultura -
LIAA) tem dirigido esforcos para elucidar o papel do intestino nas defesas antimicrobianas e
antivirais de L. vannamei. Em um primeiro estudo, Silveira e colaboradores (2018)
demonstraram que o trato gastrointestinal ¢ um importante sitio de expressao de varios genes
associados a imunidade de camardes naive ou desafiados com bactérias Vibrio harveyi e
WSSV. A expressao de alguns genes foi induzida no intestino médio apds 48h do desafio
bacteriano, mas nenhum dos genes avaliados foi modulado em resposta a infecgao viral. A
analise global do bacterioma intestinal de L. vannamei cultivados em sistema de bioflocos
(BFT, Biofloc technology) e submetidos a uma infeccao oral pelo WSSV foi apresentada e
discutida por Pilotto e colaboradores (2018), bem como o efeito de uma alimentagdo
suplementada com a cianobactéria Arthrospira platensis (espirulina) sobre o sistema imune
dos camardes (PILLOTO et al, 2019). Mais recentemente, o impacto das condi¢des
ambientais de cultivo sobre a imunidade intestinal de camardes foi avaliada por Pilotto e
colaboradores (2020), onde os ambientes ricos em microrganismos encontrados nos cultivos
BFT agem como imunoestimulantes alterando o perfil de expressdo gé€nica no intestino
médio.

Apesar destes avangos, at¢é o momento nao ha evidéncias se, a exemplo dos insetos,
os camardes apresentam uma expressao génica espacial no intestino médio e, se a via de
entrada no organismo pelo WSSV altera o perfil transcricional de genes imunologicos. Neste
contexto, o presente trabalho avaliou a expressdo de 47 genes pertencentes a 11 categorias
funcionais associadas a imunidade em camardes L. vannamei desafiados com WSSV por uma
das duas vias: oral (per os) ou sistémica (intramuscular). Os resultados desta parte do estudo
estdo apresentados e discutidos no Capitulo 1. Adicionalmente, foi investigada a existéncia

de expressdo espacial no intestino médio de genes imunoldgicos, considerando as trés porc¢des
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do IM (anterior, medial e posterior) e se o perfil transcricional ¢ modificado em animais
infectados pelo WSSV. Os resultados desta parte do estudo estdo apresentados e discutidos no

Capitulo 2.
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CAPITULO 1

Efeito da via de infeccao do WSSV sobre a expressao de genes associados a imunidade

intestinal de camaroes Litopenaeus vannamei



29

1.INTRODUCAO

Nos estudos que avaliam o perfil transcricional de genes em diferentes tecidos de
camardes infectados por patégenos (fungos, bactérias ou virus), as infec¢des experimentais
conhecidas por “desafios” sdo realizadas ou pela via sistémica, através de injegdes
intramusculares (PHUOC et al., 2009; GONCALVES et al., 2014; RAJA et al., 2017;
PALANIKUMAR et al., 2018; SILVEIRA et al., 2018), ou por imersdo dos animais em agua
contaminada (SOTO; LOTZ, 2003; CORTEEL et al, 2009; SOONTHORNCHALI et al.,
2010) ou, ainda, pela via oral ou per os, que mimetiza a natureza canibal dos camardes.

Os desafios sistémicos sdo realizados a partir de inje¢des intramusculares de um
in6culo previamente preparado e que contém quantidades conhecidas do microrganismo,
sendo imprescindivel que todos os animais do experimento recebam, a priori, a mesma
quantidade de microrganismo (ESCOBEDO-BONILLA et al., 2008). Os desafios orais
compreendem basicamente trés metodologias: o indculo ¢ introduzido na cavidade oral dos
animais por (1) escoamento com auxilio de uma micropipeta (PILOTTO et al., 2018), (2) ou
de uma microseringa flexivel (gavagem) (ESCOBEDO-BONILLA et al., 2005; GUITTERLE
et al.,2006; WANG et al., 2014; YANG et al., 2016), ou ainda, (3) ofertando uma quantidade
de tecido infectado, como alimento aos animais (THUONG, et al, 2016; DOMINGUEZ-
BORBOR et al., 2019).

Ressalta-se que para qualquer uma destas metodologias ¢ importante a padronizagao
da técnica e da quantidade de microrganismo a ser ministrada nos animais que deve ser
igualitaria, para evitar resultados controversos. Apesar de alguns estudos informarem algumas
padronizagdes para as infecgdes experimentais com camardes, alguns fatores limitantes, como
diferencas na viruléncia da cepa, dose do virus/bactéria, modo de administragdo e condig¢des
experimentais dos animais podem levar a resultados altamente controversos e nao
comparaveis entre si (ESCOBEDO-BONILLA et al., 2006; GITTERLE ef al., 2006). Um fato
relevante ¢ que, apesar dos varios estudos disponiveis na literatura, ndo se tem ainda
conhecimento se a via de entrada do patdgeno (via de infeccdo) modifica/altera/modula a
expressao de genes do sistema imune no intestino médio dos camardes.

Dentro deste contexto, o presente estudo propds avaliar se a entrada do WSSV
diretamente na circulagdo sanguinea ou pelo trato gastrointestinal estd associada a alteracdo

no perfil transcricional de genes imunoldgicos no intestino médio de camardes L. vannamei.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o efeito da via de infeccdo pelo WSSV sobre o perfil transcricional de genes

do sistema imune no intestino médio de L. vannamei.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Avaliar a expressao de 47 genes pertencentes a 9 categorias funcionais da
imunidade intestinal em camardes desafiados com WSSV, pelas vias oral e sistémica (injecao
intramuscular).

2.2.2 Verificar se existe uma expressdo génica diferencial no intestino médio

associada a via de entrada do virus no organismo.



31

3 MATERIAIS E METODOS

Afim de avaliar o efeito da via de entrada do WSSV no organismo dos camardes,
utilizou-se amostras de intestino médio previamente extraidas em nosso laboratério e que se
diferenciaram pelos métodos desafio viral: via per os (PILOTTO et al, 2018) e via sistémica
(injecdo intramuscular) (SILVEIRA et al, 2018).

As amostras estavam armazenadas a -80° C e foram processadas para este trabalho,
segundo descrito a partir do item 3.5. A quantidade de copias gendmicas virais utilizadas, bem
como o detalhamento do desenho experimental do presente estudo estd apresentado na Figura

4.

3.1 ANIMAIS

Camardes juvenis (10 = 2 g) da espécie Litopenaeus vannamei (n = 60) de ambos os
sexos, aparentemente saudaveis e em fase de intermuda, foram cedidos de cultivos em agua
clara pelo Laboratério de Camardes Marinhos, do Departamento de Aquicultura
(LCM/CCA/UFSC). Os animais foram transferidos para o Setor de Bioensaios do Laboratorio
de Imunologia Aplicada a Aquicultura (UFSC/CCB/LIAA), alocados em 2 tanques de 100 L
(30 animais/tanque) contendo dgua do mar filtrada, aeracao constante e renovacao didria da
agua de 50%. Antes do inicio dos experimentos, os animais foram aclimatados por sete dias e
alimentados uma vez ao dia, com ragdo Guabi (Potimar 1,6 mm com 35% de proteina bruta) a
uma biomassa de 2% do peso corporal. A temperatura da sala foi mantida em 28°C e a dgua
dos aquarios de 26° a 28°C durante o periodo experimental. O detalhamento do desenho

experimental estd apresentado na (Figura 4).

3.2 DIAGNOSTICO DO WSSV

A amplificagdo das sequéncias de DNA correspondentes a0 WSSV nos animais,
antes ¢ depois dos desafios foi realizada com amostras de intestino médio por Reagao em
Cadeia da Polimerase em dois passos (Nested PCR), utilizando-se os iniciadores
recomendados pela OIE (do inglés, World organisation for animal health) (LO et al., 1996),
apresentados no Quadro 1. As condigdes da primeira PCR para WSSV 146 foram: 94°C por 4
min, com 39 ciclos de 55°C por 1 min, 72°C por 2 min. Na rea¢do seguinte, as condi¢des

foram: 94°C por 1 min, com 39 ciclos de 55°C por 1 min, 72°C por 2 min e 72°C durante 5
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min. Como controle positivo da reagdo, foram utilizadas amostras de gDNA de animais

comprovadamente infectados com WSSV.

Figura 4. Detalhes do desenho experimental.

Desafio WSSV
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Figura 4. Os animais foram separados em quatro grupos experimentais, segundo a via de infecgdo: grupo SW:

animais desafiados pela via sistémica, injetados intramuscularmente com macerado de tecido infectado com o

virus da sindrome da mancha branca (WSSV); S: animais injetados com macerado de tecido livre de WSSV

(controle do grupo SW); OW: animais desafiados pela via per os, pelo escoamento do indculo viral na cavidade

oral; N: animais naive, ndo manipulados (controle do grupo OW). Apos 48 h do desafio, os intestinos médios de

15 animais de cada grupo experimental foram coletados em trés (3) pools de cinco (5) animais; as amostras

foram processadas (extracdo de RNA total seguida pela sintese de cDNA) e a expressdo génica avaliada por

transcri¢ao reversa seguida por PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR).
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3.3 INFECCOES EXPERIMENTAIS COM O WSSV

3.3.1 Desafio pela via sistémica

O preparo do indculo viral foi adaptado de Goncalves e colaboradores (2014), onde
10 g de tecidos do abdomen de camardes, previamente diagnosticados positivos para o WSSV
(LO et al., 1996) foram homogeneizados em tampao Tris-NaCl estéril e gelado (330 mM
NaCl, 20 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 um)
e armazenado em nitrogénio liquido. Seguindo a mesma metodologia, foi preparado um
in6culo livre de WSSV, utilizando tecido muscular de animais diagnosticados como negativos
para o virus. Para o desafio, foi injetada uma aliquota de 100 pL do inéculo viral, contendo
3x10? copias gendmicas, entre o primeiro e o segundo segmento abdominal da regido dorsal
dos camardes (n=15) (Figura 4). Essa dose foi previamente determinada, visando uma
mortalidade de 50% dos animais (DLso) em 15 dias. No grupo controle, os animais (n=15)
foram injetados com mesmo volume de macerado de tecido livre de WSSV. Apos 48 h do
desafio, os intestinos médios foram coletados e processados como descrito no item 3.4 ¢

divididos em trés pools de cinco intestinos por grupo.

3.3.2. Desafio pela via oral

A infec¢do pelo método per os foi realizada em 15 camardes, utilizando-se o indculo
e a metodologia descritos em Pilotto e colaboradores (2018). Brevemente, 100 uLL do indculo
contendo 5x10° copias gendomicas foram gentilmente introduzidos na cavidade oral com o
auxilio de uma micropipeta (Figura 4), sem provocar qualquer injiria aos animais. Como
grupo controle foram utilizados animais naive (n= 15), que ndo foram manipulados. Apos 48
horas do desafio, os intestinos médios foram coletados e processados (item 3.4) para as
analises posteriores e divididos em trés pools de cinco intestinos para cada grupo. A presenca
ou auséncia do WSSV nos intestinos médios foi individualmente verificada por Nested PCR

(LO et al., 1996), antes do agrupamento dos intestinos em pools.

3.4 COLETA DOS INTESTINOS MEDIOS
A dissecg@o dos intestinos médios foi realizada apds os camardes serem sacrificados

por hipotermia (0 °C por 15 min). Apos a coleta, as amostras tiveram seu contetido intestinal
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retirado por raspagem, lavadas com etanol 70% e dgua do mar estéril ou Tris-NaCl (10 mM,
330 mM; pH=7,4), e individualmente estocadas a -80 °C, em RNAlater™ (Sigma-Aldrich®).
Posteriormente, as amostras foram retiradas do RNA/ater e maceradas em TRIzol™ (Thermo
Scientific®) (1:10, p/v) com o auxilio de pistilos estéreis acoplados ao homogeneizador
VWR® Disposable Pellet Mixers and Cordless Motor. Apds a centrifugagdo (12.000 xg por
10 min a 4 °C), os sobrenadantes foram coletados e conservados a -20 °C para a etapa

seguinte, de extragdo do RNA total.

3.5 EXTRACAO DE RNA TOTAL E SINTESE DE ¢cDNA

Amostras em TRIzol foram submetidas a extracdo com cloroformio (5 TRIzol: 1
Cloroformio) e centrifugadas a 12.000 xg por 15 min a 4 °C. O RNA total foi, entdo,
precipitado com isopropanol (1:1, v/v) e lavado com etanol 75% gelado. Em seguida, o
precipitado foi suspendido em agua livre de DNA/RNA/DNases/RNases a 65°C e as amostras
tratadas com 1 U de DNase I (Thermo Scientific®) por 30 min a 37°C, visando a eliminagao
de DNA gendmico (gDNA) contaminante. Ap6s a inativacdo da DNase [ com 5 mM EDTA a
65 °C por 10 min, as amostras foram precipitadas com 0,3 M acetato de sédio (pH 5,2) e
isopropanol (1:1; v:v). Finalmente, o RNA total foi lavado com etanol 75% gelado e
suspendido em agua livre de DNA/RNA/DNases/RNases a 65 °C.

A concentragdo das amostras foi determinada pela leitura de absorbancia a 260 nm
(Az6onm= 1, equivalente a 40 pg RNA/ml) no espectrofotdmetro NanoVue Plus™. A razdo
entre as leituras a 260 nm e 280 mm foi utilizada como um indicativo da pureza do RNA
obtido, sendo a integridade das amostras avaliada em gel de agarose (0,8%). Para a sintese de
cDNA, 1 pg 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®),
20 U da enzima RiboLock™ RNase Inhibitor (Thermo Scientific®) e 0,5 pg de oligo(dT)i2-15
(Bioline®), em um volume final de 20 pL. As amostras foram incubadas a 42°C por 60 min e
a enzima inativada a 65 °C por 15 min. As amostras de cDNA foram armazenadas (-20 °C)

para utilizagao posterior.

3.6 ESCOLHA DOS INICIADORES
Para as analises de expressao génica foram escolhidos 50 genes, compreendendo trés

genes de referéncia e 47 genes pertencentes as principais categorias funcionais associadas ao
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sistema imune de crusticeos, sendo elas: (i) Peptideos antimicrobianos - PAMs (14 genes),
(if) Vias de sinalizacdo celular (6 genes); (iii) Proteinas de reconhecimento de padrdes
moleculares - PRPs (4 genes); (iv) Defesas antivirais (8 genes); (v) Citocinas (3 genes); (vi)
Defesa antioxidante (2 genes); (vii) Homeostasia (4 genes); (viii) Sistema de ativagdo da
proPO (4 genes) e (ix) Inibidores de proteases (2 genes). As sequéncias os iniciadores estao

apresentadas no Quadro 1.



Quadro 1: Sequéncia dos iniciadores referentes aos genes utilizados nas analises de expressdo génica.

Produto de

Nome do gene N° GenBank Sequéncia (5°- 3") amplificacdo Referéncia
(pb)

Genes de Referéncia

. . Fw- AGCAGATACCCTTGGTGAAG
LvRpS6 40S ribosomal protein S6 FE080516 Rv- GATGCAACCACGGACTGAC 193 Goncalves ef al., 2014

. . Fw-GGCTTGCTATGGTGTGCTCC
LvRpS3A S3 A ribosomal protein BF023924 Rv- TCATGCTCTIGGCTCGCTG 101 Dela Vega et al., 2008

. . Fw-CCACGAGACCACCTACAAC
Lv Actin B-actin AF300705 Rv- AGCGAGGGCAGTGATTTC 142 Wang et al., 2007

Diagnéstico viral (WSSV)

Fw- ACTACTAACTTCAGCCTATCTAG
WSSV_I46-FIR1 Ry-TAATGCGGGTGTAATGTTCTTACGA 1447 OIE

Fw- GTAACTGCCCCTTCCATCTCCA
WSSV_146-F2R2 Rv-TACGGCAGCTGCTGCACCTTGT 241 OIE

Peptideos antimicrobianos (P AMs)

. L Fw-GTCTGCCTGGTCTTCTTGG
Litvan PEN 1/2 Penaeidin 1/2 Y14925 Rv- GCAGCAATTGCGAGCATCTG 168 Goncalves et al., 2014

. . Fw-GTCTGCCTGGTCTTCTTGG
Litvan PEN3 Penaeidin 3 AF390144 Rv- GCGCTTGTGAGAAGG TTC 178 Goncalves et al., 2014

. - Fw- GTCTGCCTGGTCTTCTTGG
Litvan PEN4 Penaeidin 4 DQ211701 Rv- TIGCGGAGGGAATTCCGTAG 321 Goncalves et al. , 2014

. Fw- CTGATTGCTCTTGTGCCACG
Litvan ALF-A ALF Group A EW713395 Rv-TGACCCATGAACTCCACCTC 113 Rosaetal.,2013

. Fw- GTGTCTCCGTGTTGACAAGC
Litvan ALF-B ALF Group B GQ227486 Rv- ACAGCCCAACGATCTTGCTG 123 Rosaetal.,2013

) Fw- ATGCGAGTGTCTGTCCTCAG
Litvan ALF-C ALF Group C FE058235 Rv-TGAGTTTGTTICGCGATGGCC 115 Rosaetal ,2013

. Fw-TGTGTTGGTTGTGGCACTGG
Litvan ALF-D ALF Group D FE151634 Rv- CAACGAGGTCAATGTCACCG 131 Rosaetal.,2013

. Fw-TGCTACGTGAATCGCAGTCC
Litvan ALF-E ALF Group E FE069658 Rv-CGCTTCCTCTICCGACAATG 100 Matos et al., 2018




Quadro 1: Sequéncia dos iniciadores referentes aos genes utilizados nas analises de expressao génica (continuacao).

Peptideos antimicrobianos (P AMs)

Fw- AAGCTCTCATTCCTGGTCGG

Litvan ALF-F ALF Group F KJ000049 Rv- GGGTGTAACGAAGTACGTGC 180 Matos et al., 2018
Livan ALEG ALF Group G rEiss9s P CCOCTOCATGIGAAGTATCC W0 Maoseral 2018
Lvan -Stylicinl Stylicin 1 MH108957 Zi_fgfﬁl%%?:igiiigéggigg C 125 Goncalves et al. ,2014
Lvan -Stylicin2 Stylicin 2 MH108958 gz_gﬁgﬁgfgggfgggéfgfgi 151 Goncalves et al. ,2014
Crustin Lv Crustin Type Ila AY488496 ;\V,‘i— gfggfgﬁgﬁ%ﬁiﬁ%&igﬂn} 217 Goncalves ef al., 2014
C-type LYS Conventional C-type Lysozyme AY170126 j;tv_-](,: gxggffogﬁggggégi 217 Goncalves et al. ,2014
Vias de sinalizacio celular

LvTolll Toll receptor 1 DQ923424 g:v__;f GG Céi%gffgggiéiﬁg 88 Wang et al. , 2012
LvToll 2 Toll receptor 2 IN180637 ;K-gégiigif}CGAGCffii%Y;}GTZ{? C 158 Wang et al. ,2012
LvToll 3 Toll receptor 3 IN180638 ?:ii;fg?ggiggﬁggg%‘g&ff(} 195 Wang et al. ,2012
LvToll 4 Toll receptor 4 KT372179 ZK_ TC (}nggg? chszGTi%]gg((}}CG 127 Lietal ,2018
LvHMGBa High-mobility group (HMGBa) HQ228174 Zi_giﬁzzﬁiﬁgggggﬁgg (? G 186 Goncalves et al. ,2014
LvHMGBb High-mobility group (HMGBD) HQ228175 Fw- GATGAAGGGATACAGGGGAC 163 Goncalves ef al., 2014

Rv- ATCACCTACTCCCATGTCAG

37



Quadro 1: Sequéncia dos iniciadores referentes aos genes utilizados nas analises de expressdo génica (continuagao).

Proteinas de reconhecimento de padrdoes moleculares (PRPs)

Lipopolysaccharide and B-1,3-glucan

Fw- ACCGCAGCATCAGTTATACC

LvLGBP binding protein (LGBP) EU102286 Rv-GTCATCGCCCTTCCAGTTG 77 Wang et al., 2007
LvBGBP 1.3 'beta'D'glécéggnding protein AY249858 zr%%ié%ﬁigii‘gé’éiﬁé%g 137 Silveira et al , 2018
LvAV Antiviral Protein JX983205 ZX:?TC C?:;;FTC CfCG:C? (? C?CC:}((}}(;EG 108 Silveira et al.,2018
LvDscam Down syndrome cell adhesion molecule GQ154653 ;:V__(? éfg? ((}}”S\(Ef/z?f];?f(é}i];j(”}f((};((}} 160 Goncalves et al., 2014
Defesa antiviral

LvDecrl Dicer-1 EU676241 EX?SS’??EQ’E%%?}?E%E&%@?EG 176 Yaoetal ,2010
LvAgol Argonaute 1 HM234689 ;nggi;g?gg;%%%fig:j G 65 Labreuche ef al., 2010
LvDcr2 Dicer-2 HQ541163 ;j:ﬁgg:éggggggggggfgigg T 78 Chenetal.,2011
LvAgo2 Argonaute 2 HM234690 ;‘::S GA gggﬁggﬁgggggzggﬁngG 62 Labreuche ef al., 2010
LvSidl Sid-1 HM234688 ﬁy_T%gffggéggTGé}T%chmgﬂG 63 Labreuche et al., 2010
LvPasha Drosha-like protein (Pasha) HQ692889 E‘Xf (;i‘? GA g:g;;gggé?g?ﬁrc CTTTTG 149 Chenetal.,2012
Ly Ars Arsenite-resistanc(;lroz(z);ein 2-like protein HQ692888 E&g?g?&?g%i%ﬁég?ﬁGAC 115 Chen et al., 2012
LvTRBPI Transa“iv;trigi irzsi‘:g'f‘jfljlfA'bi“di“g HQ541157 Effggfgg;gg%ﬁﬁgiﬁf 195 Gongalves ef al. , 2014
Citocinas

bt SRR s ROCRCTOTORT o cwawon
LvAST Astakine HM473285 gi_ ggs:gggffgféc‘é?ggg C 156 Goncalves et al., 2014
LvIRF Interferon regulatory factor (IRF) KM277954 Fw- ACGCTGCCCTCTTTCGCTAC 162 Rosaetal. ,2013

Rv- ACGCTGTGAACCTGAAGTATCG

38



Quadro 1: Sequéncia dos iniciadores referentes aos genes utilizados nas analises de expressdo génica (continuagao).
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Defesa antioxidante

Fw-CATCCTTCATTCACACGCAG

LvCAT Catalase (CAT) AY518322 Rv- CTTGATGCCTTGGTCCGTC 245 Goncalves et al. , 2014
S Fw- GAGCAAGTTATTCGGCAAGGC
LvNOS Nitric oxide synthase (NOS) GQ429217 Rv- TCTCTCCCAGTTTCTTGGCGT 104 Yao etal ,2010
Homeostasia
. Fw-ACCAAGGTCGTCTCATTCAC
LvClot Hemolymph clottable protein DQ9Y84182 RV-TGTCCACTTCCAGGGTGTC 172 Goncalves et al., 2014
. Fw- GAGCTTCAAGATCGAGGATCGA
LvTGI Transglutaminase [ EF081004 Rv- GCTGGTGTTCGTAGCGGTTATC 79 Yehetal., 2009
LvTGII Transglutaminase II EU164849 Fw- GECCGAGGACAGGG 75 Yehetal ,2013
Rv- GCGGTGGTCAGTGAATCCA
Hemocyte homeostasis-associated protein Fw-CAAGCAGGTCAAGCACGAG
LvHHAP FE124306 108 Goncal tal.,2014
Y (HHAP) Rv-CTGGAACCACAATAGAAGCC oneatves et at.,
Sistema de Ativacao da ProPO
. Fw-CGGTGACAAAGTTCCTCTTC
LvproPOl Prophenoloxidase 1 (proPO-1) EU284136 Rv-GCAGGTCGCCGTAGTAAG 122 Wang et al., 2007
. Fw-GCGGAATGACTTTGGTCTCG
LvproPO2 Prophenoloxidase 2 (proPO-2) EU373096 RV-AAGTGACGTCATCGGAGAGG 137 Goncalves et al., 2014
. o Fw-TCTACACAAGGGTCAGCAAG
LvPPAELl Prophenoloxidase-activating enzyme 1 FE086472 Rv- TGTCCTCTAACATTCCTTCAG 133 Goncalves et al. , 2014
. I Fw-TCAGCAGGATTTGTGTTGCC
LvPPAE2 Prophenoloxidase-activating enzyme 2 FE090793 Rv- GTCTCAGTGAAGCCCCATC 107 Goncalves et al., 2014
Inibidores de proteases
. Fw- GGAGAGGAACGAGACCATC
Lva2M-1 Alpha2-macroglobulin EF073268 Rv-TCAGCTTGGCGTCGAAGTG 113 Goncalves et al. , 2014
. Fw-TGCAGGTTCTAGTGTGGTAC
Lvo2M-2 Alpha2-macroglobulin DQ988330 " 261 Goncalves et al. ,2014

Rv-CACCCAGGTAGTCGATGAC
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3.7 TRANSCRICAO REVERSA SEGUIDA POR PCR QUANTITATIVA EM TEMPO
REAL (RT-qPCR)

As andlises quantitativas de expressdo génica foram realizadas a partir de reagdes de
transcri¢do reversa seguida por PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR) em equipamento
StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems (Thermo Fisher Scientific®). As reagdes ocorreram
em um volume final de 15 pL, contendo 1 pL de ¢cDNA (diluido 1:20), 0,2 uM de cada
iniciador e 7,5 pL de mix da reagdo (Maxima SYBR Green/Rox qPCR Master Mix 2xT™
(Thermo Fisher Scientific®). As analises foram realizadas em duplicata e as sequéncias dos
iniciadores estdo apresentadas no Quadro 1. Para a amplificacdo, foram utilizadas as
seguintes condi¢des: desnaturagdo a 95°C por 10 min, seguido por 40 ciclos de desnaturacao a
95°C por 15 s e hibridizagdo/extensao a 60°C por 1 min. A especificidade das reacdes foi
confirmada pela anélise de curvas de dissociacao (60-95°C; 0,3°C/s), realizada apds as etapas
de amplificagdo.

Os valores de expressao relativa foram calculados com base nos valores de Cq dos
genes de interesse em relacdo aos valores de Cq da referéncia (ACq = Cq do gene alvo
subtraido do Cq da referéncia). Os niveis de expressdo foram calculados pela formula 2444
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001; SCHMITTGEN; LIVAK, 2008), utilizando a expressao dos
intestinos médios do grupo naive (camardes juvenis nao manipulados, N) como condi¢ao
calibradora no caso dos animais com desafio oral (OW) e o do grupo livre de WSSV (S)

como calibrador dos animais desafiadosvia sistémica (SW).

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

Diferencas na expressao génica foram consideradas estatisticamente significantes
com P<0.05 (cutoff de 2 fold-change no nivel de expressdo) usando teste ¢ -Student nao
pareado. Para a constru¢do dos graficos de expressdo, foi utilizado o programa GraphPad
Prism 8 (GraphPad Software, Inc.). As andlises e a nomenclatura utilizadas neste trabalho
foram baseadas nas recomendacdes do MIQE guidelines (Minimum Information for
Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) (BUSTIN et al., 2009).

O programa RefFinder (https://www.heartcure.com.au/reffinder/) foi utilizado para a

escolha da melhor condicdo de referéncia entre trés genes candidatos: LvActin, LvRpS6 e
LvRpS3A. A escolha foi baseada no calculo do coeficiente de estabilidade dos genes

candidatos utilizando o programa RefFinder, que leva em consideracdo a varia¢ao dos valores


https://www.heartcure.com.au/reffinder/
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de Cq entre as diferentes amostras. Assim, quanto menor o valor do coeficiente, menor a
variagdo de expressdo do gene de referéncia entre as condi¢des experimentais. Para uma
analise mais apurada, foi considerada ainda a média geométrica dos valores de Cq das

diferentes combinagdes dos genes candidatos (VANDESOMPELE et al., 2002)
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4. RESULTADOS

Em vista do pouco conhecimento acerca dos mecanismos de defesa relacionados a
imunidade intestinal e com o intuito de avaliar se a via de infec¢dao pelo WSSV altera o perfil
transcricional no intestino médio dos camardes, foi avaliada a expressao quantitativa de 47
genes pertencentes a 9 categorias associadas as defesas antimicrobiana e antiviral e a
homeostasia: (i) Peptideos antimicrobianos - PAMs (14 genes), (ii) Vias de sinalizacdo celular
(6 genes); (iii) Proteinas de reconhecimento de padrdes moleculares - PRPs (4 genes); (iv)
Defesas antivirais (8 genes); (v) Citocinas (3 genes); (vi) Defesa antioxidante (2 genes); (vii)
Homeostasia (4 genes); (viii) Sistema de ativagdo da proPO (4 genes) e (ix) Inibidores de
proteases (2 genes).

Inicialmente, realizou-se a escolha da melhor condi¢ao de referéncia para os calculos
de expressdo relativa, a partir da expressao dos trés genes candidatos (proteinas ribossomais
Lv RpS6 e LvRpS3A e actina LvActin). A condicdo que apresentou a menor variagdo de
expressao foi a média geométrica dos trés genes em conjunto (LvRpS6, LYRpS3A e LvActin)

(Coeficiente de estabilidade = 1,68), como demonstrado na Figura 5.

Figura 5. Coeficiente de Estabilidade dos genes candidatos a referéncia.
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Coeficientes de estabilidade dos valores de Cq dos genes e¢ da média geométrica de suas diferentes
combinagdes: (I) LvRpS6, LvRpS3A e LvActin (melhor estabilidade indicada pela seta vermelha); (II)
LvRpS3A e LvActin; (III) LvRpS3A e LvRpS6; (IV) LvRpS6; (V) LvRpS6 e LvActin; (VI) LVRpS3A ¢
(VII) LvActin.
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Em seguida, procedeu-se as andlises de expressdo génica quantitativa em pools de
intestinos do grupo infectado oralmente com WSSV (material diagnosticado WSSV positivo
por Nested PCR; PILOTTO et al., 2018) e intestinos do grupo infectado pela via sistémica (a
presenca do WSSV ndo foi verificada; SILVEIRA et al., 2018). Dos 47 genes analisados,
apenas cinco (Litvan ALF-A, Litvan ALF-C, Litvan ALF-G, LvToll2 e LvproPOl)
apresentaram alteracdao no perfil de expressao no intestino médio associado a via de entrada
do virus (Tabela 1). Os resultados demonstraram que a infec¢do com WSSV pela via oral

alterou um maior nimero de genes que a infec¢do pela via sistémica.

Tabela 1. Resposta transcricional no intestino médio de camardes, relacionada a via de
infeccao pelo WSSV. A diferenga de expressdo gé€nica entre os grupos experimentais SW
(desafiados pela via sistémica) e OW (desafiados pela via oral) e seus respectivos controles (S
e N), estd apresentada em valores de fold-change (cut-off > 2). Valores em vermelho e azul
indicam, respectivamente, a expressao génica estatisticamente superior e inferior entre os

grupos SW/S e OW/N (* P<0,05; ** P<0.01).



Nome do Gene Fold-change Fold-change

SWXS OWXN
Defesa antimicrobiana: peptideos antimicrobianos (AMPs) e inibidores de proteases
Litvan PEN 1/2 1.0 1.7
Litvan PEN3 1.2 0.7
Litvan PEN4 0.9 1.0
Litvan ALF-A a3 -4,4*
Litvan ALF-B 3.8 1.6
Litvan ALF-C 0,7 -4,8*
Litvan ALF-D 7.3 1.0
Litvan ALF-E 4.7 1,2
Litvan ALF-F 15.4 0.5
Litvan ALF-G -2.3 -6,4*%
Lvan-Stylicinl 0.6 0.5
Lvan-Stylicin2 0,5 0,5
IICrustin Lv 0,7 0.7
C-typeLys -1.9 3.0
Lve2M-1 3.0 0.8
Lvo2M-2 1,2 1.3
Vias de sinalizacdo celular
LvTolll 0.6 0.6
LvToll 2 0,7 -4,7"
LvToll 3 0.6 1.6
LvToll 4 0,9 -2.1
LvHMGBa -19.3 1.7
LvHMGBb 1.3 0.6
Proteinas de reconhecimento de padrides moleculares (PRPs)
LVLGBP -2,3 0.8
LvpGBP -3,2 -3.0
LvAV 1.5 -2.3
LvDscam 0.9 0.5
Defesa antiviral
LvDerl 1.5 0.8
LvAgol 1.2 1.0
LvDer2 0.9 1.6
LvAgo2 0.8 2.6
LvSid 1 0.8 22
LvPASHA 0.7 1.1
LvArs2 0.6 0.8
LvTRBP-1 1.0 0.8
LvSVC1 3.2 -2.5
Citocinas
LvAST 7.0 -3.8
LVIRF 1.1 1.8
Defesa antioxidante
LvCAT 1.0 1.4
LvNOS 0.9 0,7
LyDUOX
Homeostasia
LvCLOT 0.6 -2.0
LvTGI 1.4 0,7
LvTGII 2.5 2,0
LvHHAP -2.1 3.5
Sistema de Ativacio da proPO
LvproPO 1 23* 0.8
LvproPO 2 24 3.2
LvPPAE | 1.0 33

£l

LvPPAE 2 3.7 -10,2
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Quatro genes tiveram sua expressao reprimida no intestino médio ap6s 48 horas que
o virus adentrou o organismo pela via oral: Litvan ALF-A, Litvan ALF-C e Litvan ALF-G,
genes que codificam para os peptideos antimicrobianos da familia dos Fatores Anti-
lipopolisacarideos (ALF) e o LvToll2 pertencente a via Toll de sinalizagdo celular. A
expressdo dos genes Litvan ALF-A e Litvan ALF-G foi reprimida 4,4x e 6,4x,
respectivamente, enquanto que o Litvan ALF-C e LvToll2 apresentaram niveis similares de

repressdo génica: 4,8x e 4,7x, respectivamente (Tabela 1, Figura 6).

Figura 6. Expressdo relativa de genes diferencialmente expressos no intestino médio de

Litopenaeus vannamei ap0s 48 h de uma infec¢ao experimental per os com o0 WSSV.
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Figura 6. Os resultados das expressoes relativas (trés replicatas biologicas) sdo apresentados como média +
desvio padrdo e a diferenga A diferenca de expressdo génica entre os grupos experimentais SW (desafiados
pela via sistémica) e OW (desafiados pela via oral) e seus respectivos controles (S e N), esta apresentada
em valores de fold-change (cut-off > 2) e indicadas por asteriscos (* P <0,05; ** P <0,01) ( teste t-Student

ndo pareado).
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No caso dos animais infectados pela via sistémica, dos 47 genes analisados, dois
apresentaram expressdo diferencial em relagdo aos animais ndo desafiados: o gene Litvan
ALF-A, cuja expressao foi 2,3x reprimida no intestino médio dos camardes desafiados (SW) e
o gene LvproPO1, pertencente ao sistema de ativagdo da pro-fenoloxidase, que ao contrario
dos anteriores, teve a expressao modulada positivamente (3x superior ao controle) quando o

WSSV esteve presente no intestino médio dos camardes (Figura 7).

Figura 7. Expressdo relativa de genes diferencialmente expressos no intestino médio de
Litopenaeus vannamei apos 48 h de uma infecgdo experimental com o WSSV pela via

sistémica (inje¢do intramuscular).
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Figura 7. Os resultados das expressoes relativas (trés replicatas bioldgicas) sdo apresentados como média +
desvio padrio e as diferencas A diferenca de expressdo génica entre os grupos experimentais SW
(desafiados pela via sistémica) e OW (desafiados pela via oral) e seus respectivos controles (S e N), esta
apresentada em valores de fold-change (cut-off > 2) estatisticas entre os grupos SW / S e OW / N sdo

indicadas por asteriscos (* P <0,05; ** P <0,01) ( teste t-Student ndo pareado).
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5. DISCUSSAO

Com o surgimento do WSSV e com os prejuizos econdmicos causados por essa
enfermidade ¢ imprescindivel buscar uma maior compreensdo dos mecanismos de
suscetibilidade/resisténcia do hospedeiro ao virus, a fim de encontrar meio de controle das
infecgdes. Um dos métodos mais praticos para avaliar potenciais produtos para combater
patogenos ¢ através de testes de desafios. Saber quais doses, tempo e via de infecgdo se faz
necessario para uma melhor avaliacao e reprodutibilidade destes testes (WANG et al., 1999).

Nos estudos que avaliam as estratégias de replicacdo do WSSV ou de expressao de
genes endogenos, diferentes metodologias de desafios sdo utilizadas, tais como: (a)
administracdo do indculo viral pela via sistémica através de injecdo intramuscular
(GONCALVES et al.,, 2014; SILVEIRA et al.,, 2018; CANTELLI et al., 2019), (b)
alimentacdo dos animais com tecidos infectados (via per os) (THUONG et al., 2016), (c)
administracao do indculo viral pela via oral (PILOTTO et al., 2018; YANG et al., 2016) e, (d)
exposi¢ao dos animais ao patogeno através de imersdo em ambiente contaminado (SOTO;
LOTZ, 2003; CORTEEL et al., 2009; SOONTHORNCHALI et al., 2010). Cada uma destas
metodologias apresenta vantagens e limitagdes, sendo que a escolha de uma delas depende
exclusivamente das analises a serem feitas e do objetivo do trabalho.

Para analises que exijam uniformidade metodoldgica entre todos os animais do
experimento, como analises de expressdo génica e gendmica funcional, a oferta de tecido
infectado ndo se mostra a metodologia mais adequada, apesar de mimetizar uma real situagado
de infec¢ao natural por canibalismo (ESCOBEDO-BONILLA et al., 2006). Diferentemente
dos outros desafios pela via per os, esta metodologia ndo permite se estabelecer ao certo se
todos os animais ingeriram a mesma quantidade de alimento contaminado e,
consequentemente, se os resultados serdo confiaveis considerando os provaveis diferentes
graus de infec¢do estabelecidos. Considera-se mais apropriado, nestes casos, o uso de
metodologias com indculos cuja quantidade do patogeno seja pré-estabelecida e conhecida,
utilizando desafios pela via oral ou pela via sistémica.

Escobedo-Bonilla e colaboradores (2006) padronizaram os procedimentos e a carga
viral a ser ministrada via oral ou intramuscular, avaliando as estratégias de infec¢do pelo
WSSV. A padronizacdo de metodologias de desafio ¢ fundamental para se obter a
reprodutibilidade e a comparacdo entre diferentes estudos, considerando que a quantidade de

virus endocitado por cada individuo ¢ diferente (ESCOBEDO-BONILLA et al., 2006).
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Apesar de a maioria dos estudos informarem as padronizagdes para os desafios experimentais,
fatores limitantes como diferencas de viruléncia da cepa viral utilizada, dose administrada, via
de infec¢do e as condigdes experimentais sdo os responsaveis por resultados controversos
entre os diferentes estudos (ESCOBEDO-BONILLA et al., 2006; GITTERLE et al., 2006).

Desafios sistémicos utilizando inje¢des intramusculares, apesar de serem métodos
“artificiais” de infeccdo e, até certo ponto, “agressivos” pela injuria causada, permitem um
controle bastante restrito quanto a quantidade de patdogeno a ser ministrada aos animais de um
mesmo grupo. Alguns estudos demonstraram que os desafios com inje¢dao intramuscular em
camardes sdo mais eficazes para obter niveis elevados e reprodutiveis de mortalidade, no
entanto, essa forma de infec¢do ndo ocorre na natureza e as particulas virais ndo sdo
confrontadas com as barreiras fisicas e quimicas dos camardes (ESCOBEDO-BONILLA ef
al., 2005; THUONG et al., 2016).

O presente estudo avaliou se a entrada do WSSV diretamente na circulagdo sanguinea
ou pelo trato gastrointestinal esta associada a alteragdo no perfil transcricional no intestino
médio dos camardes. Para tal, doses distintas do mesmo in6culo viral foram utilizadas, sendo
diferente segundo a via de infecgdio: 3x10% copias gendmicas virais/animal no grupo infectado
pela via sistémica e 5x10° copias gendmicas virais/animal no grupo infectado pela via oral.
Nossos resultados demonstraram que a expressdao da maioria dos genes do sistema imune nao
foi alterada pela via de infec¢ao, contudo a presenca do virus no intestino médio (desafio oral)
esteve associada a alteracdo de quatro genes, enquanto que a presenca do virus diretamente na
via sistémica do animal esteve associada a alteracao de apenas dois genes.

Na infec¢do pela via sist€émica, o patogeno foi diretamente injetado no musculo
atingindo rapidamente a circulagdo sanguinea ¢ a dose utilizada foi capaz de promover uma
mortalidade de 50% dos animais em 15 dias (SILVEIRA et al., 2018). Ja na infeccdo oral,
observou-se o fendmeno oposto, sem registro de mortalidade apos 15 dias de desafiados
animais com alta carga viral (5x10° copias gendmicas/animal) (comunicagdo de Mariana R.
Pilotto). Este fenomeno pode ser devido a exposigao dos virions a uma variedade de barreiras
fisicas (cuticula quitinosa do estdmago) e quimicas (pH, enzimas, moléculas antimicrobianas)
encontradas no estdmago, antes de atingirem o intestino médio dos camardes. As barreiras
fisicas da primeira porcdo do trato gastrointestinal devem impedir o acesso do virus ao tecido

epitelial para que ocorra a sua endocitose e, as barreiras quimicas podem destruir o envelope
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viral presente no WSSV através de lise e/ou desnaturacdo de seus componentes, tornando-o
inativo (HULTEN et al., 2001).

No presente estudo, 0 WSSV foi detectado no intestino médio de camardes desafiados
per os, o que significa que virions ultrapassaram as barreiras fisico-quimicas do estomago
para, entdo, atingir as células colunares do epitélio do intestino médio. Embora o desafio per
os simule uma das principais rotas naturais da infec¢do pelo WSSV (WU et al. 2001; LOTZ;
SOTO 2002; BLAYLOCK; CURRAN; LOTZ, 2019), a quantidade de virions infecciosos que
efetivamente alcangaram o intestino médio nao foi aqui estabelecida, mas sabemos que nao
foi suficiente para matar os animais (comunicagao de Mariana R. Pilotto).

Resultados similares foram obtidos por Escobedo-Bonilla e colaboradores (2005),
avaliando a infeccao por WSSV, via oral e sist€émica. No desafio oral houve uma redugdo de
10 vezes no titulo viral em comparacao ao desafio intramuscular. As barreiras fisico-quimicas
parecem ter impedido que o WSSV alcangasse as células epiteliais do intestino quando
inoculado por via oral. Em outro estudo mais recente, também foi possivel constatar que
camardes contaminados com WSSV pela via oral ndo houve enfermidade, ao contrario do
desafio sistétmico (THUONG., 2016).

Em insetos ¢ conhecido que efetivamente, existe uma modulacao génica diferencial
relacionada a via de entrada do virus em Drosophila spp. Em um estudo de Ferreira e
colaboradores (2014), ficou demonstrado que componentes da via de sinalizagdo Toll
participam na defesa antiviral contra o Drosophila C virus somente quando o patégeno infecta
a mosca pela via oral e ndo pela via sistémica, contudo ndo sabe-se se isto ocorre em
camaroes.

A categoria génica cuja expressao foi alterada (modulacdo negativa) quando
desafiados oralmente com o WSSV foram os peptideos antimicrobianos (PAMs). Essas
moléculas sdo conhecidas como “antibidticos naturais" de origem proteica amplamente
distribuida entre os seres vivos e, que possuem efeitos antimicrobianos contra uma ampla
gama de microrganismos (ROSA; BARRACO, 2010), incluindo bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, fungos filamentosos, leveduras e, em alguns casos, também contra
protozoarios e virus (GUANI-GUERRA et al., 2010).

Os PAMs sao efetores classicamente descritos como moléculas anfipaticas e
catidnicas de baixo peso molecular (<10 kDa, entre 15-100 residuos de aminoacidos). Em

camardes, a maioria dos PAMs sdo armazenados nos granulos de hemocitos e liberados apds a
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inducdo para matar diretamente os microrganismos e também ativar as respostas imunes
(ROSA; BARRACO, 2010). Até o momento, sdo reconhecidas quatro (4) familias génicas de
PAMs em camardes L. vannamei: as penaeidinas, as crustinas, os fatores
antilipopolissacarideos (ALF) e as stylicinas (TASSANAKAJON et al, 2018).
Recentemente, Farias e colaboradores (2019) detectaram pela primeira vez um peptideo
antimicrobiano sendo expresso em um tecido extra-hemocitario de camardes. A stylicina foi
detectada em células colunares do ceco anterior do intestino médio de L. vannamei, por
analises imunohistoquimicas. Este achado foi muito relevante, uma vez que evidenciou pela
primeira vez a participacdo do epitélio intestinal na imunidade de camardes e suportando a
hipotese de que os crusticeos contam com uma imunidade intestinal, a exemplo de outros
artropodes.

Os fatores antilipopolissacarideos (ALF) possuem uma estrutura central B hairpin
capazes de se ligar a componentes microbianos. Atualmente sdo reconhecidos sete membros
da familia ALF em camardes L. vannamei, classificados em grupos A, B. C, D E, F e G
(MATOS et al., 2018). Notavelmente, os ALFs sdo conhecidos como moléculas altamente
ativas contra uma ampla gama de bactérias, fungos e alguns virus (DESTOUMIEUX-
GARZON et al., 2016).

No presente estudo o perfil de expressao génica dos ALFs foi avaliado no intestino
médio de L. vannamei em resposta ao desafio com WSSV 48 h apos a infecgdo (oral ou
sistémico). Esse tempo foi escolhido com base em estudos prévios, que demonstraram ser o
tempo onde a maior parte dos genes relacionados ao sistema imune apresentam as maiores
diferencas nos niveis de transcritos nos hemocitos apds uma infeccdo com WSSV
(GONCALVES et al., 2014). A infeccao pelo WSSV, independentemente do tipo de desafio,
reprimiu de 4,2 a 6,4x a expressao dos ALFs. Curiosamente, animais desafiados oralmente
tiveram mais genes alterados (ALF dos grupos A, C e G com expressdo reprimida de 4,4x,
4,8x e 6,4x, respectivamente) que os animais desafiados pela via sistémica, onde somente o
Litvan ALF A foi reprimido. Este resultado ¢ surpreendente, pois em estudo com animais do
mesmo grupo experimental, Silveira e colaboradores (2018) encontraram alteragdo apenas nos
genes ALF-A, ALF-C e Dcr2 em animais desafiados com bactéria V. harveyi, no entanto,
apesar de reprimidos os genes ALF-A e ALF-C apds desafio com o WSSV, ndo obtiveram

diferencas significativas.
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Uma hipotese seria que a presenga do virus no intestino médio dos animais
infectados pela via oral deva promover, de uma maneira ainda ndo compreendida, a repressao
na expressdo dos ALF-A, ALF-G e ALF-C. Contudo, ndo sabemos se o virus se encontrava
em estado replicativo e andlises futuras irdo elucidar esta questao.

Sabe-se que os ALF sdo exclusivamente expressos nos hemoécitos (BACHERE et al.,
2000) e que estas células normalmente infiltram-se em todos os tecidos (SOMBOONWIWAT
et al., 2008), incluindo o intestino médio. A presenga de hemocitos infiltrantes no intestino de
camaroes € sua importancia na comunicac¢do entre a imunidade da hemolinfa e a imunidade
intestinal foi claramente demonstrada por Silveira e colaboradores (2018) e por Farias e
colaboradores (2019). Como a maioria dos PAMs sdo exclusivamente expressos pelos
hemocitos, a diminuigcdo da expressao destes genes no intestino médio de animais infectados
pode ser devido a migragdao dos hemocitos circulantes durante a infec¢ao para outros tecidos,
como o musculo onde o indculo foi injetado. Efetivamente, nos animais infectados pela via
sistémica, apenas o ALF-A teve expressao diminuida. Nao se sabe, todavia, se este grupo de
ALFs sdo também expressos eplo epitélio intestinal e analises futuras de hibridizagado in situ
poderao elucidar essa questao.

Silveira e colaboradores (2018) também observou diminui¢do na expressao de ALF-
A em camardes infectados com WSSV pela via sistémica. Esse perfil se alterou, contudo, em
animais sob infec¢do bacteriana por V. harveyi, cuja expressio do ALF-A aumentou,
sugerindo assim respostas frente a bactérias. Apenas os ALFs do grupos B e C sdo descritos
como possuindo alguma relagdo com a defesa antiviral de camardes (BARRACO; ROSA,
2010). No presente trabalho, Litvan ALF-B ndo apresentou alteragcdo nos niveis de transcritos
frente aos desafios com WSSV. Contudo, Litvan ALF-C teve sua expressdo reprimida quase
5x associada ao desafio oral. J4, durante infeccdes flingicas, a expressdo do ALF-A nao ¢
modulada, ocorrendo sim um aumento na expressdo de outros grupos (B, C e D) (ROSA et
al., 2013). Os ALF-A e ALF-C sdo geralmente expressos em niveis menores do que o Litvan
ALF-B na espécie P. monodon, porém eles também possuem fungdes importantes na
sobrevivéncia dos camardes em infec¢des contra bactérias e fungos (PONPRATEEP et al.,
2012).

Atualmente existem poucos relatos na literatura sobre o ALF-G de L. vannamei.
Matos e colaboradores (2018) detectaram a expressdo deste PAM sendo exclusivamente em

hemocitos e atividade in vitro contra bactérias e fungos, corroborando assim, nossa hipotese
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de migrag@o de hemocitos para explicar baixos niveis transcricionais obtidos. Sabe-se também
que a expressdo do ALF-G ¢ por si s6 modulada por injurias, sugerindo o envolvimento
desses PAM na cicatrizagdo de feridas ou na regeneragdo tecidual (MATOS et al., 2018).
Contudo, o papel antiviral dos ALFs e associado a imunidade intestinal de camardes ndo esta
ainda estabelecido.

Assim como os ALFs, outro gene que apresentou repressao no numero de transcritos
no intestino médio associado ao desafio oral foi o LvToll2 (4,7 x). Receptores da via Toll sdo
proteinas da superficie celular inicialmente identificados na mosca da fruta Drosophila
melanogaster, estando relacionado a embriogénese e nas respostas antimicrobianas deste
inseto (LEMAITRE ef al., 1996). A via Toll em insetos quando envolvida com imunidade se
refere principalmente a defesa contra fungos, bactérias gram-positivas e virus (XI,
RAMIREZ; DIMOPOULOS, 2008).

Em Drosophila foi demonstrado que a expressdo de PAMs ¢ induzida de maneira
especifica pelas vias Toll e IMD, culminando na ativacdo de fatores de transcricdo NF-
kB/Rel. Enquanto infec¢des por bactérias Gram-negativas induzem a expressao de peptideos
antimicrobianos pela via IMD, infecgdes por bactérias Gram-positivas e fungos induzem a
expressao de PAMs pela via Toll (LEMAITRE; HOFFMANN, 2007).

Curiosamente, Lan e colaboradores (2016) relataram que em uma espécie de
lagostim Procambarus charkii o gene PcToll2 pode regular positivamente a expressao de
outros genes, os PAMs PcALF1 e PcALF2 e ativando assim o fator de transcricdo PcATF4,
na defesa contra bactérias gram-negativas. Em camardes a fun¢do dos genes da via Toll e
como estes participam das infec¢des virais e ainda controverso. Atualmente, existem nove
receptores Toll descritos em L. vannamei, sendo que os mais conhecidos sdo Toll 1, 2 e 3
(YANG et al., 2007; WANG et al., 2012) e recentemente foram clonados e identificados Toll
4,5,6,7,8¢9 (Lletal,2018).

Estudos anteriores mostraram que em peneideos quando infectados via sist€émica
com WSSV todos os receptores Toll (1, 2 e 3) s@o regulados positivamente nas branquias
(WANG et al,, 2012), enquanto apenas a expressdo de LvTolll aumenta durante a infecgdo
por Vibrio (HAN-CHING et al., 2010; HOU et al., 2014). O LvToll2 também pode ser
aumentado por infec¢do da sindrome de Taura (TSV) (SOOKRUKSAWONG et al., 2013).
Curiosamente, nos animais infectados via sistémica neste estudo, ndo apresentaram alteracao

na expressao.
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A coexpressdo de PAMs e da via Toll sugere que esta via deva estar envolvida no
controle da expressio de PAMs no intestino médio (SILVEIRA et al, 2018). Wang e
colaboradores (2012) evidenciou que a infecgdo por WSSV no intestino, pode levar a varia¢ao
do nivel de transcritos dos componentes da via Toll e que LvToll2 participa de alguma forma
desempenhando papéis importante no combate a infec¢do contra o virus. Pode-se sugerir que
a expressao deste gene seja majoritaria em outros tecidos do animal.

Em nosso estudo, o unico gene que teve um aumento de expressdo associado a
infeccdo com WSSV em animais infectados pela via sistémica foi o LvproPO1, relacionado ao
sistema de ativagdo da pro-fenoloxidase (proPO). Os componentes do sistema proPO sdo
exocitados pelos hemocitos durante as infecgdes, mediante o reconhecimento do ndo-proprio,
sendo ativado por componentes de superficie de microrganismos, como LPS de bactérias
Gram-negativas e B-1,3-glucanas de fungo (JIRAVANICHPAISAL; LEE; SODERHALL,
2006; AMPARYUP; CHAROENSAPSRI; TASSANAKAIJON, 2013). O processo envolve
uma série de reagdes quimicas que liberam moléculas altamente toxicas, como as quinonas e
radicais livres com efeito microbicida e cujo produto final do sistema ¢ a melanina
(BARRACO; PERAZZOLO; ROSA, 2014). Em relagdo ao papel imunoldgico do sistema
proPO, sabe-se que esta via gera transitoriamente moléculas altamente citotoxicas para os
microrganismos, tendo assim um papel antimicrobiano importante na destruicdo dos
patdgenos invasores.

Duas pro-fenoloxidases sao conhecidas em camardes L. vannamei (LvproPOl e
LvproPO2) (LAI; CHENG; KUO, 2005; YEH et al., 2009). Wang e colaboradores (2006)
observaram que a proPOI1 ¢ principalmente expressa de forma constitutiva em hemocitos de
L. vannamei. Andlises de hibridagdes in situ demonstraram que o0s sinais positivos
apresentados em outros tecidos (branquias, coragdo, musculo, tecido hematopoiético,
hepatopancreas ¢ inclusive o ceco anterior do intestino médio) eram devidos a infiltracao
hemocitaria. Em P. monodon, a proPOI1 foi detectada no hepatopancreas e no intestino médio
(SOOTHORNCHALI et al., 2010). No trabalho de Silveira e colaboradores (2018) também foi
observada a expressdo do gene da proPOI1 no estdmago, intestino médio e intestino posterior
em L. vannamei.

Em um trabalho mais recente, feito com P. monodon, foi possivel constatar uma
regulagdo positiva do gene proPO-1 e uma regulagdo negativa proPO-2, apds desafio

sistétmico com WSSV, revelando assim um diferencial nas respostas desses dois tipos de
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proPO durante a infeccdo pelo WSSV (RADHA et al., 2013). S@o necessarias técnicas
complementares como hibridiza¢do in situ para se determinar o local de expressdo génica,
visto que a expressdo aumentada da proPOl deva provavelmente ser pelos hemocitos
infiltrados.

E, finalmente, os outros genes avaliados neste estudo ndo se alteraram frente ao
desafio com o WSSV. Este resultado pode ser, em parte devido as andlises no periodo de 48h
apos o desafio, que talvez tenha sido demasiado tardio para verificar alteragdoes na expressao
destes genes. Deve-se ainda considerar que a maioria destes genes tem expressao hemocitaria
e possivelmente nao se expressem no epitélio intestinal.

Em conclusdo, a via de entrada pelo WSSV oral ou sistémica ndo esteve associada
com a alteragdo no perfil transcricional da maioria dos genes avaliados neste estudo, no
intestino médio de L. vannamei. A infecg¢do pela via oral mostrou-se mais impactante, estando
associada a uma repressdo significativa de trés genes codificantes para peptideos
antimicrobianos (ALF-A, ALF-C, ALF-G), e um gene pertencente a via Toll de sinalizagao
celular (Toll2), enquanto a infecgdo pela via sistémica alterou apenas dois dos genes avaliados
(ALF-A e proPO1). O estudo sobre as diferentes rotas de entrada do WSSV no organismo de
camardes pode contribuir para o desenvolvimento de estratégias visando a prevencao de

contagios nos cultivos.
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CAPITULO 2

Expressao espacial no intestino médio de genes associados 2 imunidade em camaroes

Litopenaeus vannamei desafiados com WSSV
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1. INTRODUCAO

O epitélio intestinal ¢ um sitio que se desenvolveu, evolutivamente, estabelecendo
comunicagdo entre o sistema imune do animal e 0 mundo microbiano. O trato gastrointestinal
dos camardes ¢ dividido em quatro areas funcionais: intestino anterior, hepatopancreas,
intestino médio e intestino posterior (SOONTHORNCHALI et al., 2010). O intestino anterior ¢
uma estrutura altamente especializada com fun¢@o na digestdo mecanica e extracelular, sendo
composto pela boca, esdfago e estdmago. O intestino médio inclui os cecos anterior e
posterior € um longo tubo que regula os movimentos do conteudo digerido e filtrado
direcionando-o para o hepatopancreas (DALL, 1983; SOONTHORNCHALI et al., 2015). Parte
dos nutrientes € absorvida pelo epitélio do intestino médio.

O hepatopancreas ou glandula digestiva ¢ um grande 6rgao que ocupa a maior parte
da regido dorsal do cefalotorax (GIBSON; BARKER, 1979) e recobre a parte inicial do
intestino médio, sendo encarregado por fungdes analogas ao figado e pancreas dos
vertebrados e pela absor¢do da maioria dos nutrientes. J4, o intestino posterior ¢ constituido
pelo reto e anus e seus movimentos peristalticos ritmicos servem para eliminar as fezes e a
membrana peritrofica, podendo ainda estar envolvido na captacao de dgua e transporte de ions
(ICELY; NOTT 1992; CONKLIN 1995; MCGAW; CURTIS, 2013).

Os intestinos anterior e posterior sao internamente revestidos por uma cuticula de
quitina que ¢ renovada a cada muda (GUILLAUME; CECCALDI, 1999) e o intestino médio,
por uma membrana peritrofica (MP). A MP ¢ uma estrutura acelular composta por fibrilas de
quitina, igualmente renovada durante a muda e que estabelece subdivisdes funcionais no
limen do intestino para facilitar a digestdo, prevenindo a adesdo de patdgenos e particulas
diretamente as células epiteliais (WANG et al., 2012; SOONTHORNCHAI et al., 2015). No
caso de insetos, sabe-se que a inibi¢ao da formagdo de MP pode aumentar a suscetibilidade do
hospedeiro a infec¢do por determinados virus (WANG, 2000).

Em relagdo ao intestino médio dos insetos, considera-se que esta estrutura em
individuos adultos de Drosophila melanogaster seja um tecido complexo composto por varios
tipos celulares que desempenham diversas fungdes, como digestdo, absor¢do de nutrientes e
produgdo de hormonios (HUNG et al., 2020). Inicialmente, esse tecido foi subdividido em
trés regides especializadas: anterior, medial e posterior (DIMITRIADIS; 1991). Segundo suas
propriedades morfoldgicas, histologica e transcricionais relacionadas ao sistema imune

(DUBREUIL, 2004; BUCHON, 2013; MARIANE; SPRADILING, 2013).
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Posteriormente, esta subdivisdo foi ampliada para cinco regides, cada uma delas
apresentando além da morfologia diferenciada, o contetido enzimatico e a expressdo de
transcritos para peptideos antimicrobianos (BUCHON; OSMAN, 2015). Muito recentemente,
contudo, o intestino médio da Drosophila foi dividido em seis regides anatdmicas principais,
subdivididas em 14 sub-regides de acordo com dados morfométricos, histoquimicos e
transcriptomicos (CAPO; WILSON; DI CARA, 2019).

Outros estudos evidenciaram ainda que existe uma ‘“setorizagdo” da resposta imune
no intestino médio deste inseto, onde a expressao de peptideos antimicrobianos se concentra
na regido anterior. Os autores sugerem que as respostas imunes nesta regido sejam
intensificadas em funcdo de um primeiro contato entre epitélio intestinal, as particulas
alimentares e a microbiota (BOSCO-DRAYON et al., 2012; NEYEN et al., 2012; ERKOSAR
et al., 2014).

No caso dos camardes, hd poucos relatos disponiveis sobre o papel do intestino na
imunidade e, ao nosso conhecimento, o primeiro estudo avaliando a expressao génica espacial
no intestino médio de um peneideo foi realizado por Soonthornchai e colaboradores (2010),
no camarao tigre asiatico, Penaeus monodon. Nesse trabalho, os animais foram submetidos a
um desafio bacteriano (V. harveyi) por imersdao e as analises de expressdo génica foram
realizadas por PCR semiquantitativa ¢ RT-qPCR, porém, nesta ultima analise, avaliando
apenas duas por¢oes do IM: AM (anterior e medial) e PH (posterior do IM conjuntamente ao
intestino posterior). Como resultado eles encontraram que o nivel transcricional de genes da
categoria de peptideo antimicrobiano ALF3, foi diferenciado nas por¢des do intestino médio e
intestino posterior daquele peneideo submetido a infec¢ao bacteriana. Posteriormente,  outro
estudo demonstrou a participagdo do epitélio intestinal na producdo de peptideos
antimicrobianos em L. vannamei, as stylicinas (Lvan Stylicin-1 e Lvan Stylicin-2), sdo
expressas nos hemocitos e também pelas células epiteliais colunares que revestem a parte
anterior do intestino médio e seu ceco anterior (FARIAS et al., 2019).

Com base nos resultados acima, espera-se que os crustaceos, a exemplo dos insetos,
similarmente possuam um perfil transcricional diferencial e regionalizado no intestino médio,
onde as respostas imunologicas sdo praticamente ainda desconhecidas neste tecido.

Atualmente muito se conhece sobre a imunidade dos camardes associada a sua
hemolinfa (imunidade celular e humoral), mas praticamente nada ainda sobre o papel do

intestino nas suas defesas antimicrobianas e antivirais. Adicionalmente, ndo ha relatos na
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literatura que comprovem a existéncia de um perfil transcricional diferencial de genes
imunoldgicos e setorizado no intestino médio dos peneideos. Considerando o acima exposto e
o potencial papel imunoldgico do intestino médio em camardes, no presente estudo foi
avaliada a expressdo de diferentes genes imunologicos de peneideos em trés regides (anterior,

medial e posterior) do IM de L. vannamei desafiados ou ndo com o WSSV.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Caracterizar o perfil transcricional de genes associados a imunidade em trés
diferentes porgoes do intestino médio (anterior, medial e posterior) de juvenis L. vannamei

naives e desafiados com o WSSV.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Identificar o perfil transcricional basal de 37 genes pertencentes a 11 categorias
funcionais em camardes (naives), bem como se existe uma expressao espacial no intestino
médio destes genes;

2.2.2 Avaliar se a presenga do WSSV altera/modula o perfil transcricional nas

porg¢des anterior, medial e posterior do intestino médio.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Camardes juvenis Litopenaeus vannamei (10 £ 2 g) (n=50), de ambos os sexos,
aparentemente saudaveis e em fase de intermuda, foram cedidos de cultivos em &gua clara
pelo Laboratorio de Camardes Marinhos e transferidos para o Laboratério de Imunologia
Aplicada a Aquicultura (Centro de Ciéncias Bioldgicas, UFSC). O acondicionamento e
alimentacdo dos animais foram realizados de maneira semelhante ao descrito no item 3.1 do

Capitulo 1.

3.2 DESAFIO PER OS COM WSSV E COLETA DOS INTESTINOS MEDIOS

O inoculo e a infeccdo pela via oral foram preparados/realizados segundo
metodologia detalhada nos itens 3.2 e 3.3.2 do Capitulo 1. Trinta camardes foram infectados
com 100 pL do indculo WSSV (5 x 10° copias virais/animal) suavemente escoado pela
cavidade oral com o auxilio de uma micropipeta, sem provocar injurias e nenhuma
mortalidade. Passadas 48 horas do desafio, os intestinos médios foram assepticamente
dissecados e seccionados em trés porcoes de igual tamanho, correspondentes as partes
anterior, medial e posterior do intestino médio (Figura 8).

As intersecc¢oes foram feitas considerando o segmento abdominal, na porg¢ao anterior
foi seccionada do ceco anterior (coberta pelo hepatopancreas) at¢ o final do primeiro
segmento abdominal, a medial foi seccionada do inicio do segundo segmento abdominal até o
final do terceiro e ultima porgao (posterior) foi fragmentada do inicio do quarto até o final do
quinto (incluindo o ceco posterior). O hepatopancreas que recobre a por¢do anterior do
intestino médio foi desprezado e ndo utilizada neste estudo. O conteudo intestinal foi retirado
por raspagem e cada parte lavada com Tris-NaCl (10 mM Tris, 330 mM NaCl, pH 7,4) estéril
e a4°C.
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Figura 8. Representacdo esquematica (fora de escala) das porg¢des anterior, medial e posterior

do intestino médio do camarao Litopenaeus vannamei.

Os animais tiveram o intestino médio seccionados em trés por¢des conforme a imagem: A: Regido anterior

do intestino médio; M: Regido medial do intestino médio e P: regido posterior do intestino médio.

Com o intuito de detectar a presenga do WSSV no intestino dos animais desafiados,
uma amostra de cada por¢ao (anterior, medial e posterior do intestino médio) foi estocada em
etanol 70%, o DNA genomico extraido e a presenca do WSSV detectada por Nested-PCR
(Figura 9) (LO et al., 1996).

Figura 9. Detecg¢do molecular do virus da sindrome da mancha branca (WSSV) por Nested-PCR (941 pb),

em camaroes desafiados oralmente.

Animais WSSV +

C- C+

\
—-um-ﬁﬂu—d-uﬁ-ub 941 pb

Figura 9. Animais 1 a 15; controle negativo (C-) e controle positivo (C+).

Somente amostras WSSV positivas foram utilizadas para a formacdo de 3 pools de 5
animas. No grupo controle foram utilizados intestinos de animais naive (n= 15), nao
manipulados e, do mesmo modo, cada regido do intestino médio foi agrupada em trés pools de
5 animais. Todos 0s pools de amostra foram estocados em microtubos contendo RNA/ater™
(Sigma-Aldrich®) e, posteriormente macerados em TRIzol® (Thermo Scientific®) com o

auxilio de pistilos estéreis acoplados ao homegeneizador VWR® Disposable Pellet Mixers and



61

Cordless Motor e centrifugadas (12.000 xg por 10 min a 4 °C). Os sobrenadantes foram entdo

coletados e conservados a -20 °C para a etapa seguinte, de extracdo do RNA total.

3.3 EXTRACAO DE DNA GENOMICO (gDNA)

Para extragdo de DNA genomico (gDNA), as amostras de cada por¢ao dos intestinos
dos animais do grupo infectado e controle foram inicialmente lavados em Tris-NACI (10 mM
Tris, 330 mM NaCl, pH 7,4) e, em seguida, homogeneizados com uma solucdo de lise
contendo 0,1 M Tris-HCI (pH 8,5), 0,1 M NaCl, 0,05 M EDTA (pH 8.0), 1% SDS e
proteinase K (Sigma-Aldrich®) (concentragdo final de 0,25 pg pl-1). Apos incubagdo por 1 h
a 55 °C foi adicionado a mistura acetato de potassio 3 M (1: 2; v/v) e incubada por por 30 min
a 4 °C. Em seguida procedeu-se a uma centrifugacdo de 14.000 xg por 10 min e incubagdo
com RNase A (50 pg/mL) (Fermentas) a 37 °C por 30 min. A precipitacdo do gDNA foi
realizada usando isopropanol (1:2; v/v) e a mistura foi em seguida centrifugada a 14.000 xg
por 30 minutos a 4 °C. O precipitado de gDNA foi, entdo, lavado com etanol 70% gelado e
ressuspendido em agua ultrapura (30 pl). A concentracdo e a pureza do gDNA foram
verificadas em espectrofotometro NanoVue plus ™. O diagnostico molecular do WSSV foi
realizado através de Nested-PCR utilizando 30 ng de gDNA como descrito anteriormente no

item 3.2 do Capitulol.

3.4 EXTRACAO DE RNA TOTAL E SINTESE DE ¢cDNA
O protocolo de extracdo de RNA total e sintese de cDNA foram realizadas como

descrito no item 3.5 do Capitulo 1.

3.5. ESCOLHA DOS INICIADORES

Para as analises de expressdo génica, foram selecionados 41 genes incluindo quatro
(4) genes de referéncia e 37 genes pertencentes a 11 categorias funcionais associadas ao
sistema imune de crustaceos: (i) Peptideos antimicrobianos - PAMs (10 genes); (i7) Inibidores
de proteases (2 genes); (iii) Vias de sinalizagdo celular (7 genes); (iv) Proteinas de
reconhecimento de padrdes moleculares - PRPs (1 gene); (v) Defesa antiviral (6 genes); (vi)
Citocinas (3 genes); (vii) Defesa antioxidante (1 gene); (viii) Homeostasia (3 genes); (ix)
Sistema de ativagdo da proPO (2 genes); (x) Inibidores de apoptose (1 gene) e (xi) associado a

Endocitose (1 gene). As sequéncias dos iniciadores estdo apresentadas no Quadro 2.



Quadro 2: Sequéncia dos iniciadores referentes aos genes utilizados nas analises de expressao génica.

Genes de Referéncia

Fw-TGGCTGTGAACAAGATGGACA

LvEFla Elongation factor 1-alpha GU136229 Rv- TIGTAGCCCACCTICTTGACG 103 Goncalves et al., 2014
LvRpS6 40S ribosomal protein S6 FE080516 ZK_ C?ISTC é\CG ﬁAT g CC/SCC géigigié(} 193 Goncalves et al., 2014
LvRpS3A S3 A ribosomal protein BF023924 RI?K-IS}CGAQFE(SFCC]:F?"TGGG%{F%EGC(E[?C 101 Dela Vega et al., 2008
i arsoios | P-CCACGAGACCACCTACAAC R —
Diagnoéstico viral (WSSV)
s 7o
Fw-GTAACTGCCCCTTCCATCTCCA
WSSV_146-F2R2 R:‘i TACGGCAGCTGCTGCACCTTGT 941 OIE
Peptideos antimicrobianos (P AMs)
Litvan PEN 1/2 Penaeidin 1/2 Y 14925 Zz_gggggxggggzgcciii G 168 Goncalves et al. , 2014
Litvan PEN3 Penaeidin 3 AF390144 II::i_ (? ggg?ggggfgﬁlg%ﬁﬁ C 178 Goncalves et al., 2014
Litvan PEN4 Penaeidin 4 DQ211701 ZZ_TC"}[];}Cg CC: g:gggxgggﬁi G 321 Goncalves et al. ,2014
Litvan ALF-A ALF Group A EW713395 RITZ-TC GTSS gjﬁg&?éﬁiﬁéﬁg 113 Rosaetal.,2013
Litvan ALF-B ALF Group B GQ227486 zrfgfggggiizgz:%ﬁgggg 123 Rosaetal.,2013
Litvan ALF-C ALF Group C FE058235 j::i_? (;FE(SETI:“T((}}F;(]}“EE}E((}}ECGE(? é} 115 Rosaetal.,2013
Litvan ALF-G ALF Group G FE153496 gz_fcﬁgfgﬁggzg?gggzgg 140 Matos et al., 2018
Lvan -Stylicinl Stylicin 1 MH108957 RI?Z-ISCAAC?FACGG[ZC/}\];}GT?F?X”CFQE"CFiE}g C 125 Goncalves et al., 2014
Lvan -Stylicin2 Stylicin 2 MH108958 z:i_ g:c(::?féggg GCCCCC(?ESAG"I:FEA 151 Goncalves et al., 2014
Crustin Lv Crustin Type Ila AY488496 Fw- CGAACCAGAGACACCTGTTG 217 Goncalves et al., 2014

Rv- CAGCACACTTGTAGTCGTT

62



Quadro 2: Sequéncia dos iniciadores referentes aos genes utilizados nas analises de expressdo génica (continuagao).

Inibidores de proteases

Fw- GGAGAGGAACGAGACCATC

Lvo2M-1 Alpha2-macroglobulin EF073268 Ro- TCAGCTTGGCGTCGAAGTG 113 Goncalves et al. , 2014
) Fw-TGCAGGTTCTAGTGTGGTAC
Lvo2M-2 Alpha2-macroglobulin DQ988330 Rv- CACCCAGGTAGTCGATGAC 261 Goncalves et al., 2014
Vias de sinalizacao celular
Fw-CATGCCTGCAGGACTGTTTA
1 ,2012
LvToll 2 Toll receptor 2 IN180637 Rv- GGCCTGAGGGTAAGGTCTTC 58 Wanget al., 20
Fw-TCGTACAACCAGCTGACGAG
1 ,2012
LvToll 3 Toll receptor 3 IN180638 Rv- ATACTTCAGGTGGGCCACAG 95 Wanget al., 20
Fw- CTTGCTGACTGGGCATTTGG
12 Li ., 201
LvToll 4 Toll receptor 4 KT372179 Rv- TGGCTAGTCGTAATTCCCGC 7 ietal ,2018
. Fw- TCACTGTTGACCCACCTTAC
LvDorsal Dorsal (Rel/NF-kB transcription factor) FJ998202 Rv- GAGGGCATCTTCAACATCAC 164 Goncalves et al., 2014
Signal Transducer and Activator of Fw- CATGGCTCTGGCAGATAAGC
. HQ2281 1 1 ,2014
LySTAT Transcription (STAT) Q228176 Rv- GCATCTGCTGGTCTCTCTTC 07 Gonealves et al., 20
Fw-GGATGAGAAGGTCAAGTACG
igh- ili 1 1 ,2014
LvyHMGBa High-mobility group (HMGBa) HQ228174 Rv- TCCTCGTCGTCTTCCTCTC 86 Goncalves et al., 20
Fw-CTCAGGCTATGTTTCTCAGGATTCA
LvDOME JAK/STAT pathway receptor Domeless KC346866 Rv- CACGGCAGTTCCTTTATGGTCT 147 Yanetal.,2015
Proteinas de reconhecimento de padrdes moleculares (PRPs)
. Fw- AGGTGGACAATCCGTGGTG
LvDscam Down syndrome cell adhesion molecule GQ154653 Rv- GGAGTGTATGTGTGACTGTG 160 Goncalves et al. , 2014
Defesa antiviral
Fw-CCGGAGATAGAACGGTTCAGTG
icer- 1 Y ., 201
LvDecrl Dicer-1 EU676241 Rv-CGATAATTCCTCCCAACACCTG 76 aoetal ,2010
Fw-TGCGTCATTTGCCATCCAT
L hy ., 201
LvAgol Argonaute 1 HM234689 Rv-GCCATCTGGAGCGGAGAAG 65 abreuche et al ., 2010
LvDer2 Dicer-2 HQ541163 Fw-AGGAAATGCAATGTCGTGGTT 78 Chenetal., 2011

Rv-ACGAGCCCTCCCCCTAGATT

63



Quadro 2: Sequéncia dos iniciadores referentes aos genes utilizados nas analises de expressdao génica (continuacao).

Defesa antiviral

Fw-GATGGCATGAAGTCTGCAGTTG

Lv Ago2 Argonaute 2 HM234690 RV-TGCGCACGACCATCACTAAG 62 Labreuche et al., 2010
. . Fw- CTTGCTGACTGGGCATTTGG
LvSidl Sid-1 HM234688 Rv-TGGAAGCCTATCTCTGCAACTTG 63 Labreuche et al ., 2010
Transactivating response RNA-binding Fw-CAAGAGTTGTGTATGCGCAG
LvTRBP1 protein isoform | HQ541157 Rv-AGCACCACCCTGGATGATG 195 Goncalves et al., 2014
Citocinas
. Fw-GACTGGGCGACTGTTCTTC
LvAST Astakine HM473285 Rv- GGTACGCAAGATICAGCTCC 156 Goncalves et al. , 2014
LvIRF Interferon regulatory factor (IRF) KM277954 Fw- ACGETGCCCTCTTICGCTAC 162 Lietal. 2015
Rv- ACGCTGTGAACCTGAAGTATCG
Single von Willebrand factor type C Fw-TGCCAACCTAGCTGAGCTTCA
LvSVC1 HQ5411 1 h ., 2011
vSVC domain protein 1 Q541158 Rv-CCATCAGGGCACACGTATTTG 8 Chenetal , 20
Defesa antioxidante
o Fw- GAGCAAGTTATTCGGCAAGGC
LvNOS Nitric oxide synthase (NOS) GQ429217 Rv- TCTCTCCCAGTTTCTTGGCGT 104 Yao et al.,2010
Homeostasia
. Fw-ACCAAGGTCGTCTCATTCAC
LvClot Hemolymph clottable protein DQY84182 RV-TGTCCACTTCCAGGGTGTC 172 Goncalves et al. , 2014
. Fw- GCCCGAGGACAGGGAAA
LvTGII Transglutaminase II EU164849 Rv- GCGGTGGTCAGTGAATCCA 75 Yehetal ,2013
Hemocyte homeostasis-associated protein Fw-CAAGCAGGTCAAGCACGAG
LvHHAP (HHAP) FE124306 Rv- CTGGAACCACAATAGAAGCC 108 Goncalves et al., 2014
Sistema de Ativacdo da ProPO
. Fw-CGGTGACAAAGTTCCTCTTC
LvproPO1 Prophenoloxidase 1 (proPO-1) EU284136 Rv-GCAGGTCGCCGTAGTAAG 122 Wang et al., 2007
. o Fw-TCAGCAGGATTTGTGTTGCC
LvPPAE2 Prophenoloxidase-activating enzyme 2 FE090793 Rv- GTCTCAGTGAAGCCCCATC 107 Goncalves et al. ,2014
Morte Celular
. . . Fw-CGGTGACAAAGTTCCTCTTC
LvIAP3 Inhibitor of apoptosis protein 3 GU903909 Rv-GCAGGTCGCCGTAGTAAG 76 Wang et al., 2007
Endocitose
LvRab7 Rab7 FJ811529 Fw- CGAAGCGAGCACAACAATGG 144 Goncalves et al., 2014

Rv-TGTACAGCTCCACCTCTGAC

64
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3.6. TRANSCRICAO REVERSA SEGUIDA POR PCR QUANTITATIVA EM TEMPO
REAL (RT-qPCR)

As reagdes de transcrigao reversa seguida por PCR quantitativa em tempo real (RT-
qPCR) utilizou o equipamento StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems (Thermo Fisher
Scientific®). As reacdes foram realizadas em microplacas de 96 pogos com um volume final
de 15 pL contendo 1 pL de cDNA (diluidas 20 vezes), 0,2 uM de cada iniciador (Quadro 2)
e 7,5 pL de Maxima SYBR Green/Rox qPCR Master Mix 2% (Thermo Fisher Scientific). As
reacoes foram realizadas em duplicata de acordo com as seguintes condi¢des: desnaturacao a
95°C por 10 min, seguido por 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 15 s e
hibridizacdo/extensdo a 60°C por 1 min. Ao término dos ciclos, foi realizada uma curva de
dissociagdo (60-95°C; 0,3°C/s) das amostras para verificar a especificidade dos iniciadores.

Para as andlises de expressdo génica, os resultados foram normalizados pela média
geométrica de quatro genes de referéncia (LvActin, LVEF1, LvRpS6 e LvRpS3A; Quadro 2)
utilizando o programa RefFinder para calcular o coeficiente de estabilidade dos genes

candidatos, como descrito no item 3.7 do Capitulo 1.

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

O perfil geral de expressao dos transcritos em cada regido do intestino médio de
animais naive e desafiados com WSSV, esta representado em heatmaps a partir dos valores
normalizados com os genes de referéncia. A expressdo basal dos genes foi avaliada nos
animais nao manipulados (camardes naive), considerando cada regido do intestino médio
(anterior, medial e posterior). Para tal, os dados obtidos foram inicialmente submetidos a uma
analise de variancia (ANOVA) usando um teste de uma via, seguido pelo teste de comparagao
de médias de Duncan e os graficos construidos no GraphPad Prism 8 (GraphPad Software,
Inc).

A expressao relativa dos genes nos animais desafiados com WSSV foi calibrada com
o perfil de expressdo do grupo ndo desafiado, considerando a expressdo em cada por¢do do
intestino médio. Os niveis de expressdo entre os grupos foram calculados através da formula 2
AACq (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001; SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). Diferencas na
expressao génica foram consideradas estatisticamente significantes P<0.05 (cutoff de 2-fold

change no nivel de expressao) usando teste-t de Student ndo pareado. Para a construgdo dos
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graficos de expressdo e diagrama de Venn foram utilizados os programas GraphPad Prism 8
(GraphPad Software, Inc) e Lucidchart (https://www.lucidchart.com), respectivamente.

Os niveis de dissimilaridade dos genes diferencialmente expressos entre os grupos
foram avaliados por analise de componentes principais (PCA), a partir dos valores de niveis de
expressdo 224Cq. Os heatmaps e PCA foram construidos utilizando o programa Clustvis

(http://https://biit.cs.ut.ee/clustvis/).
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4. RESULTADOS

Com o intuito de identificar se existe uma expressdo génica espacial no intestino
médio dos peneideos, o perfil transcricional de 37 genes associados ao sistema imune foi
investigado nas porg¢des anterior, medial e posterior do intestino médio de camardes juvenis L.
vannamei naive ¢ desafiados com o WSSV. Inicialmente, a melhor condicao de referéncia foi
escolhida para os calculos de expressdo relativa, representada pela média geométrica dos
quatro genes candidatos LvEF1la, LvRpS6, LvRpS3A e LvActin (coeficiente de estabilidade
2,51) (Figura 10).

Figura 10. Coeficiente de Estabilidade dos genes candidatos a referéncia.
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Figura 10. Coeficiente de estabilidade dos valores de Cq dos genes e da média geométrica de suas
diferentes combinagdes: (I) LvEF1a, LvRpS6, LvRpS3A e LvActin (melhor estabilidade indicada pela
seta vermelha); (II) LvEF1la, LvRpS3A e LvActin; (IlI) LvRpS6, LvRpS3A e LvActin; (IV) LvRpS6 e
LvActin; (V) LvRpS6 e LvRpS3A; (VI) LvEF1a, LvRpS6 e LvActin; (VII) LvEFla, LvRpS6 e LvRpS3A;
(VII) LvRpS3A; (IX) LvRpS3A e LvActin; (X) LvActin; (XI) LvEF1a; (XII) LvEFla e LvActin; (XIII)
LvEFla e LvRpS6; (XIV) LvEF1la e LvRpS3A e (XV) LvRpS6.

Os resultados deste capitulo serdo apresentados da seguinte maneira: inicialmente
sera apresentada a analise global da expressdo génica em cada por¢do do IM de ambos os

grupos naive e desafiados com WSSV (Figura 11). Em seguida, serd apresentada a expressao
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espacial no IM de camardes naive, representando a expressdo basal destes genes (Figura 12).
Apbs, o efeito da infecdo oral pelo WSSV sobre o perfil transcricional sera apresentado pela
analise de componente principal (PCA) (Figura 13 A), por meio da
dissimilaridade/similaridade da expressdo génica espacial entre os grupos experimentais.
Além deste, um Diagrama de Venn elencard os genes que foram expressos de forma
compartilhada entre as por¢des do IM (Figura 13 B). A andlise individual dos genes
diferencialmente expressos sera apresentada, considerando o perfil transcricional em cada
porc¢do do intestino médio: anterior (Figura 14 A), medial (Figura 14 B) e posterior (Figura
14 C). E, finalmente, um esquema do camardo evidenciando o seu intestino médio setorizado
sera apresentado na (Figura 15), indicando os genes diferencialmente expressos em cada
por¢ao, por categoria funcional e em niveis crescentes de expressao relativa.

Todos os 37 genes avaliados foram expressos no IM de camardes naive, porém em
diferentes niveis entre as trés por¢oes (Figura 11). De maneira interessante, a presenca do
WSSV promoveu, apds 48h do desafio, uma importante diminui¢do na expressao da maioria
dos genes, sendo que alguns deles tiveram sua expressao reprimida ao nivel ndo quantificavel

(LvToll3, LvToll4 e Lva2M1) (Figura 11).
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Figura 11. Andlise global da expressdo de genes associados ao sistema imune no intestino

médio de Litopenaeus vannamei.
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Figura 11. Heatmap apresentando o perfil de expressdo de 37 genes imunologicos (Quadro 2) nas porgdes
anterior (A), medial (M) e posterior (P) do intestino médio de camardes Lifopenaeus vannamei naive ou
desafiados oralmente com o virus da sindrome da mancha branca (WSSV). Os genes que apresentaram
expressdo espacial diferencial no intestino médio de camardes naive estdo sublinhados. O nivel de
expressdo relativa dos genes-alvos foi normalizado e cada célula no grafico corresponde a média de
expressdo da triplicata bioldgica de uma condicdo experimental (>2-fold-change,P<0,05). A intensidade da
cor indica a magnitude de expressdo (alta = laranja; baixa = roxa), baseada na escala de cor presente na

parte inferior, a direita do grafico.

Considerando a expressao espacial, 8 dos 37 genes foram diferencialmente expressos

(p<0,05) entre as trés porcdes do intestino médio (camardes naive), sendo pertencentes a

quatro categorias funcionais: peptideos antimicrobianos (Litvan ALF-G, Lvan Stylicin-1 e
Lvan Stylicin-2), vias de sinalizacdo (LvToll3 e LvToll4), inibidores de proteases (Lva2M2),
sistema de ativacdao da proPO (LvPPAE?2) e inibidores de apoptose (LvIAP3) (Figura 12 A).

Figura 12. Distribuicao do perfil transcricional de genes diferencialmente expressos nas

por¢des do intestino médio em Litopenaeus vannamei nao desafiados (naive).
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Figura 12. (A) Niveis percentuais das médias de expressdo relativa (trés réplicas bioldgicas) de genes
diferencialmente expressos nas por¢do do intestino médio (anterior, medial e posterior) (B) Expressdao
relativa de genes com expressdo espacial no intestino médio. Os valores de expressao relativa (trés réplicas
bioldgicas) estdo expressos como médias + erro padrdo da média (EPM) e as diferencas estatisticas estdo
indicadas por diferentes letras (dados foram normalizados, submetidos a analise de variancia — ANOVA e

teste de Duncan; p<0,05).

Avaliando a distribuicdo espacial dos genes no IM de Litopenaeus vannamei
observou-se que os transcritos codificando para os peptideos antimicrobianos Litvan ALF-G,
Lvan Stylicin-1 e Lvan Stylicin-2 e o inibidor de apoptose LvIAP3 se expressaram

majoritariamente na parte anterior do IM (Figuras 12A e 12B). Por outro lado, os genes da

via de sinalizagdo Toll (LvToll3) e da enzima ativadora da pro-fenoloxidase (LVPPAE?2)

foram majoritariamente expressos em ambas por¢des medial e posterior, enquanto o LvToll4 e

o inibidor de proteases Lva2M-2, foram majoritariamente expressos nas porcdes anterior e

medial. Curiosamente, nenhum transcrito teve expressdo majoritdria na por¢ao posterior do
IM de camardes naive.

Estes resultados em conjunto permitiram estabelecer o perfil basal de expressao de
importantes genes associados ao sistema imune de camardes, onde a maioria deles (n=29) se
expressa de maneira similar entre as trés por¢des e apenas 8 genes apresentaram uma

expressao regionalizada no IM de juvenis naive de L. vannamei. Com base nestas
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informagdes, buscou-se entdo identificar se a presenca do WSSV nos animais, promoveria
alguma alteracdo no perfil transcricional destes 37 genes.

Inicialmente, pela analise de componente principal (PCA) dos grupos ndo infectados
e infectados foi possivel observar uma variancia de 35,3% na componente principal 1,
indicando uma diferenga marcante entre o perfil transcional no IM de animais infectados
daquele dos animais naive (Figura 13 A). Sem o desafio viral, o perfil transcricional nao
diferiu em funcao da regido do IM avaliada, mas sim provavelmente colocando em evidéncia
a grande variabilidade genética dos animais que compuseram as triplicatas biologicas (Figura
A,B). J4, a presenga do virus tornou o perfil transcricional mais similar por por¢ao do IM
aproximando o perfil entre os trés pools da regido anterior, entre os trés pools da regidao

medial e, 0o mesmo para a regido posterior (Figura 13 A,C).

Figura 13. Efeito da presenca do virus da sindrome da mancha branca (WSSV) no intestino

médio de L. vannamei sobre o perfil transcricional de genes associados ao sistema imune de

camaroes.
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Figura 13. Analise de componentes principais — PCA (Principal Componet Analysis) indicando as
semelhangas e dissimilaridades de perfil transcritdmico entre as regides do intestino médio de L. vannamei:
(A) analise considerando os animais naive (3 pools de N) e desafiados com o0 WSSV (3 pools de W+); (B)

analise considerando apenas os animais naive (3 pools de N); (C) analise considerando apenas os animais

desfiados (3 pools de W+).
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Apds constatarmos que o perfil transcricional efetivamente ¢ alterado pela infec¢ao
com WSSV, buscou-se identificar quais destes genes tinham uma expressdo espacial
compartilhada ou exclusiva nas/entre porgdes do intestino médio (Figura 14). Vinte e um
genes se expressaram diferencialmente em pelo menos uma das trés regides, sendo 13 genes
expressos na por¢do anterior (destes, 7 genes com expressdo exclusiva nesta por¢do), 12
expressos na medial (4 com expressdo exclusiva nesta por¢do) e 9 expressos na por¢ao
posterior (1 com expressao exclusiva neste por¢ao) (Figura 14).

Os resultados revelaram que sete dos 13 genes expressos na porcao anterior do IM,
foram exclusivamente modulados nesta regido (Litvan ALF-A, Litvan ALF-B, Litvan ALF-C,
Litvan ALF-G, LvDOME, LvDscam e LvIAP3). Ja na por¢ao medial, quatro dos 12 genes
foram exclusivamente modulados nesta regido (LvSid1l, LvCLOT, LvTGII e LvHHAP), e por
fim dos 9 genes diferencialmente expressos no intestino posterior, apenas um (1) foi exclusivo
desta regido (Litvan PEN 1/2). De maneira interessante, a expressao de 4 genes (Litvan PEN
4, LvproPO1, LyPPAE2 e Lva2M-2) foi encontrada simultaneamente nas trés regides do IM

quando os camardes estavam infectados pelo WSSV (Figura 14).

Figura 14 — Diagrama de Venn indicando o nimero de genes associados ao sistema imune

nas diferentes por¢des do intestino médio do camardo Lifopenaeus vannamei

Medial

Posterior
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Figura 14. Diagrama de Venn (fora de escala) indicando o nimero de genes diferencialmente expressos
nas diferentes por¢des (anterior, medial e posterior) do intestino médio de camardes desafiados com WSSV

(48 h pos-desafio).

Entre as categorias funcionais diferencialmente expressas na porcao anterior da

animais infectados, destacaram-se os peptideos antimicrobianos (6 de 10 genes avaliados), os

das vias de sinalizacdo celular (2 de 7 genes), proteinas de reconhecimento padrao (1 de 1
gene), inibidores de apoptose (1 de 1 gene), sistema de ativacdo da proPO (2 de 2 genes) e
inibidores de proteases (1 de 2 genes). A grande maioria dos genes (11) foram regulados
negativamente em presenga do virus, destacando-se os de maior nivel de repressao o Litvan
ALF-B (6,4x), LvPPAE2 (5,7x), Litvan PEN 4 (4,6x), Lva2M-2 (4,4x) e LvproPO1 (4,3x).
Outros quatro genes codificantes para peptideos antimicrobianos foram reprimidos Litvan
ALF-A (3,4x), Litvan ALF-C (3,8x), Litvan ALF-G (2,5x); Litvan PEN 3 (3,4x), além do
LvDOME (2,4x) da via JAK/STAT e do LvDscam (3,1x), receptor da familia de moléculas
hipervaridveis. Adicionalmente, apenas dois genes modularam positivamente na por¢ao
anterior em presenga do WSSV: o gene associado a alarminas LvHMGBa (2,3x) e o inibidor

de apoptose, LVIAP3 (2x) (Figura 15A).
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Figura 15. Diferencas nos niveis dos transcritos no intestino médio de camardes L. vannamei
desafiados e ndo desafiados (naive) com o WSSV. Os valores de expressdo relativa estdo
apresentados como fold-change entre as médias das réplicas biologicas em cada por¢do do
intestino médio (>2-fold-change; teste t de Student nao pareado, P<0,05). Por¢ao anterior (A),

medial (B) e posterior (C).
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Na regido medial do intestino médio dos animais infectados, 12 genes de diferentes
categorias funcionais mostraram-se diferencialmente expressos: peptideos antimicrobianos
(1), vias de sinalizacdo celular (2), defesas antivirais (3), homeostasia (3), sistema de ativacao
da proPO (2) e inibidores de proteases (1). Destes, cinco transcritos tiveram sua expressao
fortemente reprimida pela presengca do WSSV no intestino médio: o Lva2M-2 (21x),

LvPPAE2 (10,8x), LVvTGII (9,3x), LvproPO1 (5,9x) e LvCLOT (5,5x) (Figura 15B). Além
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destes, outros genes foram reprimidos apds 48h do desafio viral, como o LvSidl (4,1x) e
LvAgol (4,3x) do sistema RNAi, o gene pertencente a categoria de sinalizacdo celular
LvDorsal (4,4x) e o peptideo antimicrobiano Litvan PEN4 (2x).

Por outro lado, apenas trés genes foram modulados positivamente na por¢ao medial
associado a presenca do WSSV: novamente o gene associado a alarminas, LvHMGBa (2x), o
LvDcrl da via RNAi de defesa RNAi (2,3x) e o gene associado a homeostasia, LVHHAP
(2,9x) (Figura 15B).
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Por fim a ultima regido do intestino médio avaliada, a posterior, apresentou um
menor numero de genes diferencialmente expressos (9) comparado as outras regioes.
Contudo os maiores nivel de repressdao na expressdo génica foram encontrados nesta parte,

destacando-se a modulacdo negativa de 41 vezes do gene Lva2M-2 (inibidor de proteases),
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seguida pelo gene do sistema proPO, LvPPAE2 (12x) e pelo fator de transcricdo da via NF-
kB, LvDorsal (10,6x) (Figura 15C). A expressao de outros genes também foi reprimida de
maneira importante, o gene pertencente ao sistema RNAi, LvAgol (5x), seguida pelo gene do
sistema proPO, LvproPO1 (5,9x) e as peneidinas Litvan PEN 1/2 (3,8x), Litvan PEN 4 (3,6x)
e Litvan PEN 3 (3x). Curiosamente, apenas um gene foi modulado positivamente pela
presenca do WSSV, o LvDcrl (2,3x) pertencente a categoria antiviral e ao sistema RNAi

(Figura 15C).
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Uma visdo integrada destes resultados ¢ apresentada pela Figura 16, onde 21 genes
de oito categorias funcionais foram expressos de forma regionalizada no intestino médio de L.
vannamei infectados pelo WSSV. Muitos deles foram expressos em mais de uma porcao
simultaneamente (Figura 14). A maioria dos genes (n = 17) teve a expressdo reprimida pela
presenca do WSSV e apenas quatro genes foram modulados positivamente. Das categorias

funcionais avaliadas, os genes pertencentes a trés categorias associadas a endocitose, citocinas



79

e defesas antioxidantes ndo apresentaram alteracdo no seu perfil transcricional em funcao da

infecgdo viral.

Figura 16. Perfil transcricional de genes diferencialmente expressos em cada por¢do do

intestino médio de camardes L. vannamei, apds 48 horas do desafio oral com o WSSV.
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Figura 16. Esquema ilustrativo (fora de escala) de um camardo evidenciando o seu intestino médio
setorizado nas por¢des anterior (vermelho), medial (rosa) e posterior (amarelo). Os genes diferencialmente
expressos (>2-fold-change; teste t de Student ndo pareado, P<0,05) em cada por¢do e suas categorias
funcionais respectivas, estdo indicados em nivel crescente de expressdo pelo gradiente de cor das setas
(baixa = lilas; alta = roxo). Na parte superior da imagem estdo indicados os genes com expressio
aumentada e, na parte inferior, os genes com expressao reprimida nos animais desafiados com WSSV em

relagdo aos animais naive.
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5. DISCUSSAO

Os camardes estdo constantemente expostos a uma grande variedade de patdgenos
no ambiente aquatico, como bactérias e virus, que eventualmente podem representar uma
ameaca para sua sobrevivéncia em ambientes confinados, como os cultivos. Desde que foi
relatado pela primeira vez em 1992, o WSSV continua sendo o agente viral infeccioso mais
ameagador para os cultivos de camardes peneideos (LIGHTNER et al., 2012; THITAMADEE
et al.,2016).

Os estudos disponiveis que abordam os mecanismos moleculares dos camardes
frente as infec¢des enfocam a expressdo relativa de genes imunoldgicos em resposta a
infeccdes microbianas, especialmente as causadas por bactérias do género Vibrio (YANG et
al., 2007; HONG et al., 2009; SOONTHORNCHAI et al., 2010, 2015; PONPRATEEP et al.,
2012, 2017; KOIWALI et al., 2017; SILVEIRA et al., 2018) e em resposta ao WSSV (LIU et
al., 2006; ROBALINO et al, 2007, WANG et al, 2002, 2007; RADHA, 2013;
GONCALVES et al., 2014; SILVEIRA et al., 2018). Entretanto, a maioria destes trabalhos
tem dado enfoque aos mecanismos de defesa associados a hemolinfa, permanecendo
praticamente desconhecida a potencial imunidade intestinal nestes crustdceos € menos ainda,
se esta imunidade pode estar associada a uma resposta diferencial por regides do intestino
médio, a exemplo dos insetos (DOMINGUEZ-BORBOR et al., 2019).

Nos insetos, a por¢ao posterior do intestino médio ¢ responsavel pela absor¢ao de
pequenos nutrientes e atua na regulagdo de genes associados a via IMD (Immune Deficiency)
enquanto que o ventriculo anterior (estrutura semelhante ao ceco anterior) expressa
principalmente os PAMs, em resposta a bactérias (CAPO; CHARROUX; ROYET, 2016).
Nos decapodas, contudo, ndo ha estudos desta natureza e sabe-se apenas que, na regiao
anterior do intestino médio encontra-se uma pequena estrutura denominada “ceco anterior”
que aparentemente esta envolvida na produgdo de enzimas e manutencdo do pH (MCGAW;
CURTIS, 2013). E que na parte final, posterior, encontra-se o “ceco posterior” provavelmente
associado a absorcdo de agua e ions no IM. Ao nosso conhecimento, o presente estudo € o
primeiro a trazer informagdes sobre a expressdo regionalizada de genes associados a
imunidade no intestino médio de um camardo peneideo.

A expressdo basal dos genes em animais saudaveis (naive) foi de um modo geral,
uniforme entre as porgdes do IM. Curiosamente, nenhum dos 37 genes avaliados foi

majoritariamente expresso na por¢ao posterior do IM. Na por¢ao anterior, quatro genes foram
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majoritariamente expressos, sendo eles relacionados a defesa antimicrobiana de bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas, os ALF-G (MATOS et al., 2018) e antifingica, as
stylicinas 1 ¢ 2 (ROLLAND et al., 2010; FARIAS et al.,, 2019). Estes resultados sugerem que,
a exemplo dos insetos, esta por¢do do IM atue como uma barreira primdria contra infecgdes
microbianas. Efetivamente, a regido anterior do intestino médio de Drosophila spp ¢
reconhecidamente a por¢do em que a maioria dos PAMs sdo intensamente expressos, ¢ deve
atuar como uma barreira priméaria de defesa (BUCHON et al., 2013).

Os PAMs sdao imunoefetores importantes para a protecdo dos organismos contra a
invasdo de patdégenos, e em camardes, sao produzidos pelos hemocitos. Atualmente sdao
reconhecidas quatro familias de PAMs: as peneidinas (DESTOUMIEUX et al., 1997), os
fatores anti-lipopolissacarideos ou ALFs (GROSS et al., 2001), as stylicinas (ROLLAND et
al., 2010) e as crustinas (BARTLETT et al., 2002). Os ALFs sdao peptideos antimicrobianos
potentes e de amplo espectro. Por exemplo, os ALFs cationicos do Grupo B sdo ativos contra
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, leveduras, fungos filamentosos e alguns virus
(ROSA; BARRACO, 2010). Por outro lado, os ALFs anionicos do grupo D apresentam
propriedades de ligacao ao LPS prejudicadas e exibem atividade antimicrobiana muito baixa
in vitro (ROSA et al., 2013).

Além da expressao em hemocitos, a expressao de PAMs em tecidos epiteliais €
considerada um importante mecanismo de defesa, em alguns invertebrados (DAVIS;
ENGSTROM, 2012). Muito recentemente, um primeiro relato de expressdo e detec¢iio extra-
hemocitaria de um PAM de peneideo foi publicado por Farias e colaboradores (2019). Nele,
demonstrou-se que as stylicinas (1 e 2), além dos hemdcitos, podem também ser expressas
nas células epiteliais colunares do IM e no ceco anterior de L. vannamei. Nossos resultados
corroboram esse achado de Farias e colaboradores (2019), onde encontramos expressao
majoritaria das stylicinas na por¢do anterior regido do IM que inclui o ceco anterior.

Assim como observado para o PAMs, o gene codificante para um inibidor de
apoptose (LvIAP3) foi mais expresso na parte anterior do IM. Possivelmente, estas moléculas
estejam atuando em processos ndo relacionados a imunidade, mas a fisiologia do animal
associada a regulagdo de apoptose.

De maneira interessante, o perfil transcricional da maioria dos genes avaliados (57%)
foi modificado apds 48 horas do desafio oral dos camardes com o0 WSSV. A grande maioria

apresentou expressdo reprimida no intestino médio, indo de niveis indetectaveis (LvToll3,
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LvToll4 e Lva2M-1) a 41 vezes (Lvoa2M-2) em relacdo aos animais naive. Contrariamente,
alguns poucos genes (11%) modularam positivamente no IM em presenca do WSSV
(LvHMGBa, LvIAP3, LvDcrl e LvHHAP) (Fig. 15). A modulagdo negativa da expressdo de
muitos dos genes em periodo inicial da infec¢ao (48h), poderia estar associada a mecanismos
acionados pelo patdgeno para reduzir as defesas imunolégicas do hospedeiro e, assim, auxiliar
no estabelecimento do processo infeccioso. Esta hipdtese é corroborada pelo fato de
imunoefetores antimicrobianos, como quatro ALFs, terem tido expressdo reprimida em até
6,4x na por¢do anterior do IM de animais desafiados. Interessantemente, ambos ALF-B e
ALF-C s3o descritos na literatura como antimicrobianos associados a protecdo contra
infeccoes pelo WSSV [ALF-B (THARNTADA et al, 2009) e ALF-B/ALF-C
(PONPRATEERP et al., 2012)].

No estudo de Tharntada e colaboradores (2009), a atividade antiviral do ALFPm3
(Grupo B) contra o WSSV foi analisada em culturas de células hematopoiéticas do lagostim
Pacifastacus leniusculus, bem como em camardes vivos P. monodon. Os resultados
mostraram claramente que injecdes com o recombinante ALFPm3 foi capaz de reduzir a
propagacao do WSSV e prolongar a sobrevivéncia dos camardes. Outro estudo in vivo
demonstrou também que o silenciamento poés-transcricional do ALFPm3 levava a morte do
animal devido a um descontrole da microbiota (PONPRATEEP et al., 2012). Esses achados
em conjunto reforcam a idéia de que o ALF-B participe, de alguma forma ainda nao
elucidada, contra infec¢des pelo WSSV.

Em um estudo anterior do nosso grupo foi analisado no intestino médio de camardes
L. vannamei, que ap6s 48 horas de uma infeccao sistémica pelo WSSV, nenhum dos ALFs
testados (A-D) tiveram sua expressao modulada (SILVEIRA et al., 2018). Ja nos animais aqui
infectados pelo WSSV (via oral), alguns ALFs tiveram expressao reprimida (ALF-A, ALF-B,
ALF-C e ALF-G). Estes resultados contrastantes entre os trabalhos podem ser devidos a
diferengas metodoldgicas nos desafios oral e sistémico, sendo possivel que haja uma diferenca
na modulagdo relacionada a via de entrada do virus. Efetivamente, uma modula¢do génica
diferencial relacionada a via de entrada do virus ja foi descrita em insetos (Drosophila spp)
(FERREIRA et al., 2014). Neste estudo ficou demonstrado que componentes da via de
sinalizacdo Toll participam na defesa antiviral contra o Drosophila C virus somente quando o

patdgeno infecta a mosca pela via oral e ndo pela via sistémica.
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Ademais, outros genes codificando para PAMs, as peneidinas (3 e 4), foram também
reprimidos na por¢do anterior, além de outras regidoes do IM quando os camardes estavam
infectados pelo WSSV. Classicamente, essas peneidinas possuem atividade antimicrobiana
contra bactérias Gram-positivas e fungos filamentosos (DESTOUMIEUX-GARZON et al.,
2016). Essa familia de PAMs ¢ exclusiva de camardes da familia Penaeidae e sdo
constitutivamente expressas pelos hemocitos de L. vannamei (DESTOUMIEUX et al., 1997).
Até o momento ndo foi descrito nenhuma participacdo efetiva das peneidinas na defesa
antiviral.

Além dos PAMs, os genes codificantes para o receptor Domeless (LYDOME) e para
a proteina de reconhecimento padrao, Dscam (LvDscam), foram também reprimidos na
por¢ao anterior do IM, apds 48 de desafio oral com o WSSV. O receptor Domeless
(LvDOME) pertencente a via JAK/STAT ja foi identificado no camarao L. vannamei (Y AN et
al., 2015) e apresenta alta expressao em varios tecidos, incluindo o intestino. Apos 48 horas
da infecgdo via sistétmica com WSSV, registrou-se um aumento de expressao do gene no
musculo dos animais (YAN et al., 2015). Estes resultados contrastantes podem ser devido aos
diferentes tecidos avaliados entre os trabalhos e a falta de um estudo que indique a expressao
de DOME em c¢lulas epiteliais.

Em nosso trabalho, o gene LvDscam teve sua expressdao reprimida em presenca do
WSSV, no entanto, quando o virus ¢ ausente no IM de L. vannamei, a sua expressao pode
aumentar até 4 vezes em camardes cultivados em agua clara comparado aos cultivados em
BFT (PILOTTO et al., 2018). Em outro estudo, contrariamente aos nossos achados, o gene
Dscam foi induzido nos hemocitos de L. vannamei infectados tanto pelo WSSV (CHIANG et
al., 2013), e por Vibrio harveyi (HUNG et al., 2013). A expressao avaliada em tecidos
diferentes (hemocitos x epitélio) pode ter sido o motivo de resultados diferentes entre os
estudos com desafio.

Dois genes relacionados ao sistema de ativagao proPO (LvproPO1, LvPPAE2) e um
inibidor de protease (Lva2M-2) também foram reprimidos na por¢do anterior de animais
desafiados com WSSV e similarmente nas outras partes do IM (medial e posterior).
Curiosamente a expressdao do LvPPAE2 que tinha sido majoritaria nas por¢cdes medial e
posterior em camardes naive, foi reprimida 10,8x e 12x respectivamente, nestas mesmas

porcdes nos animais desafiados pelo virus.
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Sabe-se que em artropodes, o processo de melanizagdo ¢ dependente da enzima
fenoloxidase (PO), cuja ativacdo da sua forma zimogena (proPO) ¢ mediada pelas enzimas
ativadoras PPAEs (proPO-activating enzymes) (CERENIUS et al., 2010). Na via sao
transitoriamente geradas moléculas altamente citotoxicas que auxiliam na destruicdo dos
patogenos invasores (BARRACO; PERAZZOLO; ROSA, 2014), e a expressdo reprimida do
das PPAEs poderia diminuir a capacidade do hospedeiro em responder a infec¢do viral.
Estudos atuais sugerem que a PPAE2 contribua na defesa contra bactérias (QIAO et al.,
2015), mas ndo ha nada na literatura que relate este gene sendo associado a defesa contra o
WSSV. Em um trabalho de Wang e colaboradores (2006), sinais de expressao da proPO
foram detectados em células hemocitarias pela técnica de hibridizagdo in situ e confirmadas
por RT-PCR. Em P. monodon, a proPO foi detectada no hepatopancreas e no intestino médio
(SOONTHORNCHALI et al., 2010) e em L. vannamei observada no estdbmago, intestino médio
e intestino posterior, sendo mais expresso no hepatopancreas (SILVEIRA et al., 2018).

O potencial envolvimento dessas moléculas nas respostas antivirais permanece
amplamente desconhecido. Estudos anteriores também mostraram uma regulacao negativa
dos genes proPO sobre 0 WSSV. Em um destes estudos, dois genes proPO foram isolados a
partir de hemocitos de camardes L. vannamei proPO1 (LAI et al., 2005) e proPO2 (Al et al.,
2009), nestes foi possivel observar que quando os animais sdo infectados sistemicamente com
WSSV, os niveis de ambas proPO também sao regulados para baixo (Al et al., 2008; 2009),
corroborando com nossos resultados. Em outro trabalho, apos silenciamento da proPO1 ou
proPO2 um aumento na suscetibilidade dos camardes a infec¢des bacterianas foi observado
(AMPARYUP et al., 2009).

Muito dos efetores antimicrobianos dos camardes sao produzidos principalmente nos
hemocitos, a partir dos resultados € possivel sugerir que houve uma reducao significativa de
hemocitos circulantes no intestino médio dos animais infectados com WSSV. Existe uma
importancia na comunica¢ao de hemocitos infiltrantes e a imunidade relacionada ao intestino
em camardes como descrito anteriormente (SILVEIRA ef al., 2018).

Sabe-se que o sistema proPO deve ser estritamente regulado para evitar uma
melanizagdo generalizada no organismo do crustaceo. Para isso, os animais contam com
inibidores plasmaticos de proteases, como a a2-macroglobulina (a2M) (HERGENHAHN;
HALL; SODERHALL, 1988). A o2M ¢é uma glicoproteina plasmatica abundantemente
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expressa pelos hemdcitos, altamente regulada apds injurias no animal e infec¢des microbianas
(ARMSTRONG et al., 2006; PERAZZOLO et al., 2011).

Durante a infec¢do do hospedeiro, as proteases produzidas por patégenos podem
atuar como importantes fatores de viruléncia, permitindo a invasdo de patdogenos por meio de
tegumentos do hospedeiro ¢ atuando como toxinas ou superestimulando as defesas
imunoldgicas do hospedeiro. Por sua vez, o hospedeiro produz inibidores de protease que
inativam e eliminam os fatores de viruléncia da protease produzidos pelos invasores
(ARMSTRONG et al., 2000).

Neste trabalho avaliamos a expressao de dois genes codificando 02Ms (1 e 2), e,
curiosamente, o Lva2M-1 foi expresso em todas as porcoes do intestino dos animais naive,
nao sendo porém quantificavel nos animais infectados pelo WSSV. Corroborando com nosso
resultado, Silveira e colaboradores (2018) relataram uma expressao ndo quantificavel deste
gene no intestino médio de L, vannamei estimulados por V. harveyi. Contudo, o Lva2M-2 foi
majoritariamente expresso nas porcdes anterior e medial de animais naive e, apos 48h de
infeccao oral pelo WSSV, registrou uma repressao crescente na expressao chegando a 41x na
por¢ao posterior do IM. Em outro estudo, Gongalves e colaboradores (2014) relatam que o
Lvo2M-2 modulou positivamente apos 24 h de uma infecgao sist€émica com WSSV, voltando
aos niveis basais nas 48 h.

A forte repressdo detectada no presente estudo, na expressio de um gene
reconhecidamente hemocitario (PERAZZOLO et al., 2011), indica que a quantidade de
hemocitos infiltrantes no IM dos animais infectados com o0 WSSV deva ter sido drasticamente
reduzida em decorréncia destas células servirem para a replicagdo viral e/ou atuando na defesa
contra o virus.

Em relagdo aos genes que tiveram expressdao aumentada em fun¢do da presenca do
WSSV na parte anterior do IM, destacam-se aquele codificante para o inibidor de apoptose
LvIAP3, cuja expressdo duplicou comparado aos animais naive. Em L. vannamei existem trés
proteinas inibitorias de apoptose, sendo que IAP1 e IAP3 participariam na defesa contra o
WSSV, enquanto que a IAP2 participaria na regulagdo das peneidinas, lisozimas, crustinas e
ALFs (WANG et al., 2013; KULKARNI et al., 2014). O aumento de expressao desta AP em
camardes desafiados com o WSSV pode estar associado a uma inibicdo da apoptose do
hospedeiro induzida precocemente pelo virus. Sabe-se que muitos virus desenvolveram

mecanismos para inibir ou retardar o processo apoptdtico do hospedeiro, como forma de
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evitar uma resposta antiviral precoce e garantir a sua replicagdio (ROULSTON;
MARCELLUS; BRANTON, 1999).

Sabe-se que os genes virais, como os codificados pelo WSSV siao classificados em
trés fases sequenciais de expressdo, considerando o processo infeccioso: fase muito precoce
(IE), inicial (E) e fase tardia (L) (SANCHEZ-PAZ, 2010). O WSSV codifica genes IE para
proteinas anti-apoptdticas, denominados WSV449 e WSV222 ja sendo demonstrado que ha
bloqueio da apoptose em peneideos associado a expressao destes genes virais (LEU et al.,
2009). Apos a replicacao do WSSV ter sido efetuada nas células, o patdgeno para se propagar
ativa o gene viral L, pro-apoptotico WSV230 (icpl1) que induz uma apoptose tardia no
camarao, levando a forte disseminacao da progénie viral (BARRACO; PERAZZOLO; ROSA,
2014). Em nosso estudo, o aumento dos niveis de transcritos LvIAP3 ndo foi muito
expressivo (2x) em 48h apos infecgdo e, talvez, se tivesse sido avaliado em perido anterior
teriamos detectados uma expressdo mais alta, indicando inibicdo da apoptose em estagio
inicial da infec¢do , o que favorece o estabelecimento da infec¢cao pelo WSSV.

Outra gene que apresentou diferengas de expressao em animais desafiados com
WSSV, com aumento nos niveis transcricionais nas regides anterior ¢ medial do IM, foi um
gene LYHMGBa que codifica para uma “alarmina” HMGBa. As alarminas sdo prontamente
liberadas para sinalizar estresse ou dano as cé¢lulas ou tecidos durante infecgdes, da classe das
DAMPs (Damage-associated molecular patterns). Em vertebrados, a HMGBI ¢ uma
alarmina prototipica que ativa a imunidade inata e possui uma fun¢do de alarme duplo. A
proteina pode ser emitida para alertar as células adjacentes sobre a homeostase em perigo da
célula liberadora de HMGB1 (ANDERSSON; YANG; HARRIS, 2018).

Em camardes L. vannamei foram clonados dois genes HMGB, LvHMGBa e
LvHMGBDb e, aparentemente, ambos interagem com proteinas envolvidas em vias
imunoldgicas de sinalizagdo intracelular, tais como o LvSTAT e LvDorsal (CHEN et al.,
2011). Em um trabalho recente foi possivel observar a expressio de HMGBa no
hepatopancreas, intestino posterior e intestino médio de L. vannamei (SILVEIRA et al,
2018). Em outro estudo a HMGBa foi induzida no hepatopancreas de camardes desafiados
com o WSSV atingindo valores maximos em 24h e voltando ao basal em 72 h (CHEN et al,
2011). Esses resultados em conjunto sugerem que a expressao deste gene tenha sido induzida

para “alertar” o sistema imune do camardo da presenga do WSSV no intestino médio.
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Assim como observado na por¢ao anterior do IM, na por¢ao medial a maior parte dos
genes apresentou modulagdo negativa em camardes infectados pelo WSSV. O LvDorsal foi o
unico gene associado a via Toll que foi fortemente reprimido na por¢do medial e posterior,
apoOs 48 horas do desafio oral com o WSSV. Em insetos, sabe-se que o papel da via Toll na
resisténcia a virus em D. melanogaster € restrito a infec¢do oral, uma vez que ndo foi
observada ativacdo desta via quando associado a infecgdo sistémica. Quando investigado o
papel desta via na resisténcia a infeccao viral oral em D. melanogaster ficou evidenciado que
varios componentes da via Toll, incluindo Spaétzle, Toll, Pelle e o fator de transcricdo Dorsal
do tipo NF-kB, s3o necessarios para resistir a infecgdo oral pelo virus Drosophila C
(FERREIRA et al., 2014). A partir do que se conhece com insetos e os resultados obtidos
neste trabalho, sugere que LvDorsal e outros genes pertencente a via Toll, possa estar
associado a defesa antiviral e a via de entrada do virus em camardes. Maiores estudos sdo
necessarios para elucidar esta hipotese.

Em um estudo anterior com L. vannamei, a expressao de LvDorsal em branquias apos
48 horas de desafio com WSSV foi modulada negativamente 7,3x em relagdo ao grupo
controle (ENCINAS-GARCIA et al., 2019), sugerindo que o WSSV module este gene e
outros pertencentes a via Toll para poder facilitar na replicagdo viral.

Surpreendentemente, a categoria funcional associada a homeostasia entra em
evidencia apenas na por¢cao medial do IM, registrando repressdo nos genes associados a
coagulacdo da hemolinfa, LvClot e transglutaminase LvTGII e aumento dos niveis do gene
associado a homeostasia LYTHHAP. Em crustaceos, a coagulagao da hemolinfa ¢ resultante de
ligagcdes entre proteinas de coagulacdo (clot) mediadas pelas enzimas Ca-dependentes,
transglutaminase (TG) (DURLIAT et al., 1985). Sabe-se que a proteina de coagulagdao ¢
fundamental para manter a homeostasia do animal, pois a rapida formagdo de coagulos no
local da injuria impede a perda de hemolinfa e disseminacdo de patégenos, por ocasido de
injurias no meio aquatico (LORAND & CONRAND, 1984).

Um estudo anterior feito por nosso grupo, o LvClot foi identificado como sendo um
gene marcador de morte iminente em L. vannamei por dois patdgenos: WSSV e pelo fungo
Fusarium solani (GONCALVES et al., 2014), uma vez que sua expressdo ¢ fortemente
reduzida em animais em morte eminente advinda de infec¢des com doses letais por um destes

dois patogenos. Embora os animais do presente estudo ndo estivessem em risco de morte
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eminente, os genes LvClot e LvTGII também foram modulados negativamente, podendo
sugerir que a modulagdo esta associada efetivamente a infec¢do pelo WSSV.

Os genes codificantes para a tranglutaminase (TG) tiveram também sua expressao
aumentada no intestino de camardes infectados com o V. parahaemolyticus (Qi, et al., 2017)
o que demonstra que esses genes realmente parecem responder tanto a presenga de patdgenos,
o que ¢ contraditorio ao nosso resultado, podendo sugerir que as transglutaminase tenha uma
atividade antimicrobiana limitada e que maiores estudos para elucidar esta questdo sdo
necessarios.

A HHAP ¢ reconhecida como sendo uma proteina associada a homeostasia de
hemocitos durante infecgdes virais através da inibigdo da apoptose em camardes pela
potencial interacdo com um efetor de caspase (APITANYASAI et al., 2015). Juntamente com
o LvIAP3, os niveis de transcritos LYHHAP aumentaram em funcdo do WSSV, podendo
inferir que a apoptose nestes animais estaria, neste momento da infeccdo (48h),
potencialmente inibida.

Alguns genes relacionados as defesas antivirais também foram inicialmente
detectados (expressdo) na por¢dao medial do intestino médio dos camardes infectados com
WSSV, no presente estudo. Os trés genes que apresentaram alguma modulagao foram (LvSid-
1, LvAgo-1 e LvDcrl) associados a via de RNAi. O gene LvSid-1 foi reprimido
exclusivamente na regido medial, enquanto o LvAgo-1 foi reprimido na regidao medial e
posterior. Por fim, transcritos para a DICER 1 foram induzidos nas por¢des medial e posterior
do IM.

O sistema de RNA de interferéncia (RNAIi) representa um antigo € bem preservado
mecanismo de defesa natural contra virus e transposons, presente em todos organismos
multicelulares (HANNON, 2002). Este sistema destaca-se por sua relevincia na defesa
antiviral dos artropodes, sendo ativado nos invertebrados por RNAs dupla fita (dsRNA)
produzidos pelos virus durante a sua replicacdo no hospedeiro. Sua agdo ¢ baseada no
silenciamento génico pos-transcricional (HANNON, 2002; ROBALINO et al., 2007).

O primeiro relato de defesa antiviral em camardes foi descrito por Robalino e
colaboradores (2005) e muitos estudos posteriores se seguiram (ROBALINO et al., 2007;
ALIYARI; DING, 2009; OBBARD et al., 2009; GUERTLER et al., 2013). O mecanismo de
incorporacdo do dsRNA pela célula e o fendmeno de propagacdo sistémica do silenciamento

j& foram descritos no nematoide Caenorhabditis elegans e na mosca da fruta Drosophila



&9

melanogaster, e parecem estar ligados a dois mecanismos distintos: (a) transferéncia do
dsRNA ao citosol por um canal proteico transmembrana denominado Sid-1 (systemic
interference defective); e/ou (b) endocitose, utilizando receptores scavenger de
reconhecimento padrdo (HUVENNE; SMAGGHE, 2010).

Em camardes, sabe-se que longas moléculas exogenas de dsRNA podem ser
internalizadas para o citoplasma através de canais proteicos de transmembrana denominados
Sid-1 e sinalizar para a ativagdo do RNAi (LABREUCHE et al., 2010). Em L. vannamei, a
Sid-1 foi identificada, cujos niveis de transcritos aumentaram apos injegoes com dsRNA de
sequéncia ndo-especifica, sugerindo assim que a captacdo de dsRNAs pelas células de
camardao deve ocorrer via Sid-1, como um exemplo de outros invertebrados (BARRACO;
PERAZZOLO; ROSA, 2014). Contudo o virus ndo ultrapassa a membrana celular pela Sid-1,
o que indica a reducgdo deste gene durante a infecgao viral, como ocorreu no presente estudo.

Nos crustaceos, a Dicer-1 esta envolvida ndo apenas na via RNAi, mas também na
maturacdo de microRNAs (miRNAs), uma categoria extensa de pequenos RNAs ndo
codificantes envolvidos na regulagdo de quase todos os processos vitais. Os miRNAs
desempenham papéis importantes na regulacdo enddgena de genes no nivel pos-transcricional
e nas respostas antivirais dos crusticeos (HE et al., 2015). Além disso, o gene Dicer-1
também mostrou ser um componente importante da biogénese do miRNA de camardo durante
infec¢des por WSSV responsavel por inibir a replicacao do virus (HUANG; ZHANG, 2012).

No presente estudo, o aumento de expressao do gene codificante para Dcr-1 apos 48
horas da infeccdo com WSSV possa estar envolvido no processo de maturagdo de microRNAs
(miRNAs), auxiliando possivelmente nas respostas antivirais. Em um estudo anterior, foi
demonstrado que o gene Agol do hospedeiro interage com um miRNA viral (WSSV-
miR197), sugerindo que esta interacdo possa bloquear as respostas antivirais (HUANG;
ZHANG, 2012).

Finalmente na regido posterior do IM o Unico gene que foi reprimido apenas nesta
por¢cdo do intestino de L. vannamei quando infectados pelo WSSV, foi o LvPEN1/2, A
proteina possui atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e fungos
filamentosos (DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2016). Apesar de auséncia de informagdes
na literatura que apresente a expressdo destes peptideos durante uma infecg¢do viral, a

constante modula¢do em diferentes por¢cdes do IM, sugere que esta familia possa estar
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envolvida de alguma forma nos mecanismos de defesa do camarao durante uma infecgdo viral
por WSSV.

Outro resultado aqui obtido foi a expressao basal de genes pertencentes a via Toll ser
diferencial entre as regides do IM (animais naive). O gene LvToll3 apresentou uma expressao
maior na regido medial e posterior do intestino médio de animais naives. Contudo, apds
desafio com WSSV esse gene nao foi mais quantificavel, no IM dos animais tamanha foi a
repressdao ao nivel transcricional. A via de sinalizagdao Toll em insetos realiza um importante
papel na resposta a infecgdes contra bactérias Gram-positivas e fungos (TASSANAKAJON et
al., 2018).

Em um estudo anterior com o L. vannamei, os autores sugeriram que as vias Toll e
IMD sao ativadas (LvToll 1-3) quando os animais sdo desafiados com WSSV. Estas vias
estariam envolvidas na indu¢do da expressao de PAMs (WANG et al, 2012). A diferenca
contrastante entre os resultados pode ser pelo tempo de avaliacdo pos-desafio e pela via de
entrada do WSSV. No estudo de Wang e colaboradores (2012), LvToll3 foi regulado
positivamente as 3 e 12 horas apos a inje¢do, em nosso estudo avaliamos somente o tempo de
48 horas que mostrou uma repressdo tanto em LvToll3 quanto em alguns peptideos
antimicrobianos, podendo sugerir ainda que a via toll regula a expressao de alguns PAMs.

Em um relato recente, a expressao génica de LvToll3 diminuiu 4,4x apos 48 horas
em branquias de L. vannamei (ENCINAS-GARCIA et al., 2019). Apesar da defesa contra a
infeccao bacteriana da via de sinalizacao Toll ja estar bem estabelecida nos camardes, ainda €
desconhecida a maneira como essa via responde a infecgdo viral.

Em uma pesquisa recente de Li e colaboradores (2018) um novo Toll foi encontrado
sendo expresso no intestino de camardes L. vannamei, denominado LvToll4. Os autores
observaram que este gene juntamente com o LvDorsal participam da defesa contra 0 WSSV,
induzindo a producao de alguns PAMs. Em nosso estudo, o gene LvToll4 foi majoritariamente
expresso nas regioes anterior e medial do intestino médio de camardes naive, porém foi
reprimido a niveis ndo quantificaveis em presenga do WSSV, semelhante ao observado com
o LvToll3. Possivelmente, o WSSV altere a expressdo de componentes da via Toll em
camardes para promover sua replicagdo.

Em conclusdo, os resultados do presente estudo demonstraram a existéncia de uma
expressao diferencial e espacial de genes relacionados a imunidade no intestino médio de

juvenis L. vannamei. Apds 48 horas de desafio oral com WSSV, a grande maioria dos
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transcritos (17 genes) tiveram a expressdo reprimida e alguns poucos (4 genes) induzida, em
pelo menos uma das por¢des do intestino médio (anterior, medial e posterior). Trabalhos
futuros sdo requeridos para elucidar melhor as interagdes entre os mecanismos e a imunidade

associada ao epitélio intestinal.
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CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que a expressdo de varios
transcritos associados ao sistema imune de Litopenaeus vannamei ¢é regionalizada e
diferencial em trés por¢des do intestino médio (anterior, medial e posterior). A expressao da
maior parte dos genes avaliados foi negativamente modulada em resposta a infec¢ao viral (48
h p6s desafio oral) em pelo menos uma das regides, chegando a repressao nio quantificavel
de genes associados a vias de sinalizacdo e inibidor de proteases. Entre as trés regides a
anterior teve modulacdo em um maior nimero de genes, seguida pela por¢dao medial e
posterior. As categorias génicas funcionais que foram moduladas em presen¢a do virus
exclusivamente em uma unica parte do IM, foram na regido anterior os fatores anti-
lipopolissacarideos (ALFs) que compdem uma familia de peptideos antimicrobianos e na
regido medial genes relacionados a categoria funcional de homeostasia. A via de entrada do
WSSV no camarao nao promoveu mudangas relevantes no perfil da maioria dos transcritos
avaliados no intestino médio, apesar de a via per os estar associada a modulacao negativa em
maior numero de genes, quando comparado a via sistémica.

Como perspectivas para estudos futuros, seria interessante realizar inicialmente
analise de hibridizagdo in situ e/ou imunohistoquimica para determinar o sitio especifico de
expressao dos genes modulados neste trabalho. Outra analise seria avaliar morfologicamente
as regides do intestino médio e quantificar a microbiota endobionte, para determinar o limite
das regides e se estas apresentam outras subdivisdes. Também, poderia ser estudado, outros
tempos pods-infeccao para avaliar a expressao génica, bem como outros genes associados ao
sistema imune. De posse destes resultados, estudos com genomica funcional devem ser
realizados, avaliando o silenciamento de genes endogenos para elucidagdo o seu papel na

imunidade intestinal dos camardes frente ao desafio por WSSV.
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