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RESUMO

Proteinas relacionadas ao fibrinogénio (FREPs) compreendem uma
grande familia génica envolvida no reconhecimento microbiano atuando
em muitas fungdes bioldgicas nos animais vertebrados e invertebrados.
Pesquisas em banco de dados de sequéncias ndao anotadas (EST)
apresentaram uma sequéncia homoéloga de FREP-like de L. vannamei
denominada no presente estudo de LvFrep. A sequéncia obtida possui
um dominio conservado relacionado com o fibrinogénio (FReD) e
apresenta similaridade com as proteinas FREP-like de outros
invertebrados e ficolinas de crustaceos. A expressdao de LvFrep mostrou-
se majoritaria nos hemocitos circulantes e foi constitutivamente
expresso nos hemocitos de camardes apenas em resposta a uma infec¢do
por Vibrio harveyi, mas ndo pelo virus da sindrome da mancha branca
(WSSV). Além disso, niveis transcricionais de LvFrep foram detectados
no inicio do desenvolvimento, desde ovos fertilizados até pds-larvas,
sugerindo que este gene possa participar nas defesas antimicrobianas
durante o desenvolvimento do camarao.

Palavras chave: proteina relacionada ao fibrinogénio (FREP),
imunidade de camardes, expressdo génica, Vibrio harveyi, WSSV.






ABSTRACT

Fibrinogen-related proteins (FREPs) comprise a large family of
microbial recognition proteins involved in many biological functions in
both vertebrate and invertebrate animals. By taking advantage of
publicly accessible databases, we have identified a FREP-like homolog
in the most cultivated penaeid shrimp, Litopenaeus vannamei (LvFrep).
The obtained sequence showed a conserved fibrinogen-related domain
(FReD) and displayed significant similarities to FREP-like proteins from
other invertebrates and to ficolins from crustaceans. The expression
of LvFrep appeared to be Ilimited to circulating hemocytes.
Interestingly, LvFrep gene expression was induced in shrimp hemocytes
only in response to a Vibrio infection but not to the White spot
syndrome virus (WSSV). Moreover, LvFrep transcript levels were
detected early in fertilized eggs, suggesting the participation of this
immune-related gene in the antimicrobial defenses during shrimp
development.

Keywords: Fibrinogen-related protein (FREP); Crustacean immunity;
Gene expression; Vibrio harveyi, WSSV
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1. INTRODUCAO

A Aquicultura ¢ um dos setores da producdo de alimentos que
contribui de maneira significativa para o crescimento econdémico de
muitos paises emergentes, sendo o cultivo de camardes marinhos ou
carcinicultura, uma das atividades do agronegdcio mais expressivas no
mundo (FAO, 2014).

A espécie que domina a produgdo de crustaceos no mundo ¢ o
camardo peneideo marinho Litopenaeus vannamei (BOONE, 1931)
(Figura 1). Em 2014, essa espécie representou 80% da produgéo
mundial de camardes (FAO, 2016), devido as suas excelentes
caracteristicas zootécnicas, rusticidade no manejo, elevada taxa de
crescimento, tolerdncia a salinidade e a baixas temperaturas (FAO,
2004). Paises orientais como China, Indonésia, Vietna, India e Tailandia
sd0 os maiores produtores no continente asidtico, enquanto nas
Américas os maiores produtores sio Equador, México e o Brasil (FAO,
2016).

Figura 1. Exemplar adulto do camario Litopenaeus vannamei.
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Imagem retirada do arquivo do Laboratério de Imunologia Aplicada a
Aquicultura (UFSC/CCB/LIAA).

O desenvolvimento do camardo L. vannamei compreende as fases
de ovos, estagios larvais, estdgios pos-larvais, juvenil e adulto. Como
em outros crustaceos, a fertilizagdo dos ovos ocorre externamente ¢ logo
apos inicia-se os estagios sucessivos do desenvolvimento (DALL et al.,
1990). Os estagios larvais dos peneideos consistem em cinco ou seis
sub-estagios de Nauplios (NI a NV), no qual sua alimentacdo ¢
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composta exclusivamente das suas reservas vitelinicas. O proximo
estagio larval compreende trés sub-estagios de Protozoeas (ZI a ZIII), no
qual deriva em uma larva alongada contendo urépodes, olhos compostos
e um corpo coberto por uma carapaga. Durante esta fase do
desenvolvimento, surge um intestino primitivo que possibilita aos
animais se alimentarem de microalgas planctonicas, além de vitelo
(MUHAMMAD et al., 2012). O ultimo estagio larval inclui trés sub-
estagios de Misis (MI a MIII), que se alimentam de zooplancton e
desenvolvem olhos pedunculados, telson e pledpodos, sendo
semelhantes aos animais juvenis. Em seguida surgem as fases Pods-
larvais (PL) que apresentam comportamento alimentar omnivoro
(TREECE; FOX, 1993) e sdo numeradas de acordo com a idade em dias.
As pos-larvas com idade de um més sdo consideradas juvenis até que
crescem em adultos.

No Brasil, a espécie L. vannamei foi introduzida na regido
Nordeste durante a década de 1980, onde se adaptou perfeitamente as
condi¢des climaticas e ambientais locais. Em 1998, o Departamento de
Aquicultura da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) ¢ a
Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural do Estado de Santa
Catarina (EPAGRI) introduziram e viabilizaram o cultivo de L.
vannamei no Estado, iniciando assim, um novo periodo para a
carcinicultura catarinense (COSTA et al., 2000). O Estado de Santa
Catarina mostrou um crescimento vigoroso na producdo de peneideos
até o ano de 2004.

No entanto, em dezembro de 2004, os cultivos na regido sul de
Santa Catarina foram acometidos por grandes mortalidades nas
fazendas, cujo agente etiologico foi diagnosticado como sendo o virus
da sindrome da mancha branca (WSSV, do inglés White spot syndrome
virus) (ABCC, 2013). Esta seria a primeira detec¢do oficial do WSSV
no Brasil. Nos anos seguintes, a presenca do WSSV foi também
encontrada nos cultivos de varios Estados nordestinos (O POVO
ONLINE, 2016), regido que representa atualmente 99% da producdo
nacional de camardes marinhos (ABCC, 2013).

O surgimento de enfermidades na carcinicultura esta
normalmente associado a um desequilibrio entre as condigdes
ambientais, nutricionais, de saude do animal e a presenca de agentes
potencialmente patogénicos nos sistemas de cultivo (FLEGEL, 2012).
Condigdes ambientais desfavoraveis, como alta densidade populacional,
nutricdo inadequada, alteragdes bruscas de salinidade e temperatura,
comprometem o estado geral de saude dos animais, deixando-os mais
propensos a enfermidades. Dentre estas doengas, destacam-se as
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ocasionadas por virus e bactérias, e menos frequentes as ocasionadas por
fungos e protozoarios (PANTOIJA et al., 2014).

As principais doengas bacterianas que acometem os peneideos
nos cultivos sdo causadas por bactérias Gram-negativas do género
Vibrio. Os vibrios sdo microrganismos oportunistas que fazem parte da
microbiota natural dos peneideos e em condigdes estressoras podem
causar infecgdes. Os sintomas das vibrioses variam de lesdes cuticulares
localizadas, apresentando melanizagdo, até infec¢des orais e entéricas e
septicemia (MORALES-COVARRUBIAS et al., 2014). A doenca ¢
prevalente na fase poés-larval provocando a destrui¢do do sistema
digestorio, principalmente do hepatopancreas e intestino anterior.
Porém, na fase juvenil, os camardes apresentam-se mais resistentes a
essas infecgoes (SOONTHORNCHALI et al, 2010). Vibrio harveyi, V.
alginolyticus, V. penaeicida e V. campbelli s3o as espécies
frequentemente associadas a mortalidades em camardes (MORALES-
COVARRUBIAS et al., 2014; SUNG et al., 2001).

No entanto, uma vibriose emergente conhecida como necrose
hepatopancreatica aguda (AHPND, do inglés acute hepatopancreatic
necrosis disease) ou sindrome da mortalidade precoce (EMS, do inglés,
early mortality syndrome) esta causando um grande impacto econémico
na carcinicultura de alguns paises, especialmente no Sul da Asia, com
perdas anuais estimadas em 1 bilhdo de dolares (ZORRIEHZAHRA;
BANAEDERAKHSHAN, 2015). O agente etiologico da AHPND foi
identificado como sendo cepas de Vibrio parahaemolyticus (TRAN et
al., 2013) e Vibrio harveyi (KONDO et al., 2014) que apresentam um
plasmideo com genes codificantes para duas toxinas homologas do
inseto Photorhabdus, denominadas pird e pirB (HAN et al., 2015a;
YANG et al., 2014). As toxinas causam a destrui¢do dos tecidos do
animal, afetando principalmente o hepatopancreas (TRAN ez al., 2013;
HAN et al., 2015b) e levam a mortalidades de até 100% nos cultivos,
entre 20 e 30 dias (SCHRYVER et al.,, 2014). Inicialmente a doenga foi
descrita na China, posteriormente diagnosticada no Vietna, Malasia,
Tailandia e, mais recentemente, no México (FAO, 2013). Embora no
Brasil essa vibriose ainda nio tenha sido detectada, torna-se primordial
o desenvolvimento de medidas preventivas e profilaticas para que esta
situacdo perdure.

Contudo, as viroses sdo as responsaveis pelas maiores perdas na
carcinicultura a nivel mundial (LIGHTNER et al., 2012). Os principais
virus que ocorrem nos cultivos de camardo sdo o virus da necrose
hipodermal e hematopoiética (IHHNV, do inglés Infectious hypodermal
and Hematopoietic necrosis virus), o virus da cabeca amarela (YHV, do
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inglés Yellow head virus), o virus da sindrome de Taura (TSV, do
inglés, Taura syndrome virus), o virus da mionecrose infecciosa (IMNV,
do inglés, Infectious myonecrosis virus) e o WSSV (PANTOJA et al.,
2014). O WSSV ¢ considerado o virus mais impactante para a
carcinicultura mundial, responsavel por dizimar popula¢des inteiras
desde o seu surgimento, em Taiwan, em 1992, se espalhando para todos
os continentes nos anos seguintes (FLEGEL, 2012; LIGHTNER et al.,
2012). Esse virus envelopado pertence a familia Nimaviridae e possui
um genoma de DNA dupla fita circular (ESCOBEDO-BONILLA et al.,
2008). Ele ¢ capaz de infectar todos os crustaceos da ordem Decapoda,
infestando células de diversos tecidos dos animais (KOU et al., 1998).
Uma vez que o WSSV infecta as células imunocompetentes dos
crustaceos (hemocitos), o sistema imunolégico desses animais fica
seriamente comprometido desde o inicio do processo infeccioso
(WANG et al., 2002).

Considerando que o principal fator limitante para o sucesso da
carcinicultura consiste no controle das infec¢des, principalmente de
origem bacteriana e viral, ¢ de extrema importdncia um melhor
conhecimento das respostas de defesa desencadeadas pelos peneideos
para combater os patogenos. Essas informagdes sdo necessarias para o
desenvolvimento de ferramentas que aumentem a imunocompeténcia
dos animais a campo e, consequentemente, auxiliem no sucesso dos
cultivos.

I1.1. CONSIDERAC()ES GERAIS SOBRE O SISTEMA IMUNE
DOS CRUSTACEOS

Os crustaceos contam com um sistema imune do tipo inato, ndo
possuindo todo o arsenal imunolégico adaptativo presente nos
vertebrados, que define uma protegdo altamente especifica ¢ memoria a
longo prazo. Dessa forma, a confecgdo de vacinas para os crustaceos, no
termo cléssico da palavra, ¢ inviavel (BARRACCO et al., 2014). No
entanto, recentemente varios estudos demonstraram que o0s
invertebrados podem montar respostas de defesa altamente variaveis e
dependentes do patégeno envolvido (vide revisio de CERENIUS;
SODERHALL, 2013). Existem evidéncias que alguns grupos de
invertebrados podem sintetizar, de maneira aleatoria ou ndo, proteinas
imunologicas com uma grande variabilidade de sequéncias. Sendo
assim, a diversidade de moléculas nestes animais, para combater
parasitas e outros patdgenos, parece ser muito mais abrangente do que
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previamente estabelecido (BUCKLEY; RAST, 2012; GHOSH et al.,
2011).

Os mecanismos moleculares envolvidos na diversidade de
moléculas nos invertebrados estdo comecando a ser desvendados. Como
exemplos de moléculas hipervaridveis encontram-se as Dscam (do
inglés, Down syndrome cell adhesion molecule), presentes nos
artropodes, e as proteinas relacionadas ao fibrinogénio (FREPs, do
inglés Fibrinogen-related proteins), presentes em moluscos gastropodes
(ARMITAGE et al., 2015; GORDY et al., 2015). Ambas, Dscam e
FREPs possuem dominios hipervaridveis da familia das
imunoglobulinas, que s3o regides-alvo para a ocorréncia de splicing
alternativo responsavel por essa diversidade molecular no animal (vide
revisdo de CERENIUS; SODERHALL, 2013). As isoformas de Dscam
e FREPs parecem ocorrer ao acaso ¢ ndo em decorréncia do contato
prévio com o patdogeno.

Por outro lado, estudos recentes apontam ainda para a existéncia
de uma memodria treinada (trained immunity) em plantas, invertebrados e
vertebrados, baseada em immune priming (NETEA et al., 2011; 2015)
(Figura 2). Na memoéria treinada ocorrem “modificagdes” funcionais
em células do sistema imune inato do hospedeiro, apés um primeiro
contato bem sucedido com o patdogeno (immune priming). Essas
modificagdes incluiriam desde alteragdes na expressdo de receptores de
superficie celular até a modulacao na expressdo génica de imunoefetores
e imunoreguladores. Isso levaria, em ultima analise, a uma resposta
secundaria “mais potente” do hospedeiro durante uma reexposi¢do ao
mesmo patdgeno (vide revisdo de NETEA et al., 2015) (Figura 2).
Essas novas evidéncias questionam, portanto, os conceitos classicos de
imunidade inata e abrem novas perspectivas para estudos buscando
terapias para o controle de infec¢des em invertebrados.
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Figura 2: Esquema comparativo da memoria conferida pelo sistema imune
adaptativo e da “memoria treinada” do sistema imune inato

Tipos de memoria imunologica
Rearranjo génico Modificag3o epigenéticade genes
Expansdo clonal codificando proteinas
Células de memaéria imunologicas e inflamatorias
Reinfecgio —» Reinfecgio ——»
Protecdo da populagdo através de Resposta “mais potente™ na reinfecgio,
meméria (dependente de antigeno) levando a protecio (independente de antigeno)
Plantas
Vertebrados Invertebrados e
Vertebrados

A memoria imunologica adaptativa convencional estd presente apenas nos
vertebrados, enquanto que a “memoria treinada” ¢ uma resposta inata presente
em plantas, invertebrados e vertebrados. Nas plantas, alteracdes epigenéticas
induzem genes codificantes para moléculas de defesa em resposta a uma
reexposicao ao patdgeno, fendmeno esse denominado de resisténcia sistémica
adquirida. Eventos semelhantes sdo observados em mamiferos, na qual a
reprogramacdo epigenética também acontece na imunidade treinada. Os
mecanismos principais que medeiam este evento incluem a reprogramagio
epigenética induzida por estruturas flingicas, como as B-glicanas, acompanhada
de metilacgdo e acetilagdo de histonas (adaptado de NETEA et al., 2015).

Apesar dessas novas descobertas, classicamente a primeira linha
de defesa dos crusticeos ¢ uma barreira fisica, composta por uma
carapaca externa rigida de quitina. Internamente, o trato gastrointestinal
dos camardes € revestido por uma cuticula quitinosa, que impede a
absor¢do da maioria dos nutrientes (MCGAW; CURTIS, 2013). A
excecdo disso é a regido medial do intestino que é revestida por uma
membrana peritrofica acelular e porosa, que permite a absor¢do seletiva
de nutrientes ¢ é composta por fibrilas quitinosas associadas a
glicoproteinas e proteoglicanas (MCGAW,; CURTIS, 2013; WANG et
al., 2012). Este revestimento do intestino médio serve como uma
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barreira, separando os conteidos do limen intestinal e o epitélio,
protegendo assim o intestino médio da abrasdo por particulas de comida
e de microrganismos e parasitas (WANG et al., 2012).

Além dessa barreira, o trato digestorio possui enzimas digestivas
capazes de digerir a maioria dos microrganismos. Quando essa
inativacdo dos microrganismos ndo ocorre, ¢ eles adentram o sistema
circulatério do animal, diversas reagdes imunologicas sdo ativadas para
eliminar o agente invasor (SOONTHORNCHAI et al., 2010).
Entretanto, o intestino médio é uma regido altamente exposta a
microrganismos € pouco se conhece sobre a imunidade intestinal desses
animais e sua relagdo com microrganismos comensais ¢ patogénicos.

Os principais sistemas de defesa atualmente reconhecidos nos
peneideos e que participam do reconhecimento e destruicdo dos
patégenos invasores, sdo: (1) reconhecimento do ndo proprio pelos
receptores/proteinas de reconhecimento-padrdo (PRRs/PRPs); (2)
sinalizagdo e ativacdo dos hemocitos; (3) respostas imuno-celulares
(fagocitose, infiltragdo, formacdo de capsulas e nddulos e armadilhas
extracelulares de 4cidos nucleicos); (4) produgdo de moléculas
microbicidas, como as espécies reativas de oxigénio (ROIs, reactive
oxygen intermediates) e de nitrogénio (RNIs, reactive nitrogen
intermediates) e os peptideos antimicrobianos (AMPs, antimicrobial
peptides); (5) melanizagdo mediada pelo sistema de ativagdo da pro-
fenoloxidase (proPO) e (6) defesas antivirais mediadas por citocinas
anadlogas a interferons, sistema RNA de interferéncia, apoptose ¢
autofagia (BARRACCO et al., 2014).

O sistema circulatorio dos crusticeos ¢ do tipo aberto ou
semiaberto, por onde transita a hemolinfa, composta por uma fragéo
celular, os hemocitos (células imunocompetentes), e uma fragio liquida,
o plasma, onde estdo dissolvidos os fatores humorais. Os hemocitos
desempenham um importante papel nas respostas citotoxicas de defesa,
realizando fagocitose em presenga de espécies ativas de
oxigénio/nitrogénio e isolando 0s microrganismos/parasitas por
nodulagdo ou encapsulamento (YANG et al, 2015).

As respostas humorais sdo desencadeadas a partir do
reconhecimento do agente invasor (ou de seus componentes estruturais)
por receptores/proteinas de reconhecimento padrdo (PRRs/PRPs, pattern
recognition proteins/receptors). Essas moléculas, presentes no
hospedeiro, reconhecem especificamente padrdes moleculares
exclusivos de microrganismos/patogenos, (M/PAMPs, do inglés
microbial/pathogen associated molecular patterns) (YANG et al.,
2015). Elas podem ser secretadas para o plasma ou estar localizadas na
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membrana das células, principalmente as do sistema imune ou estar
livres no citosol (BARRACCO et al., 2014). As PRRs/PRPs dos
invertebrados sao responsaveis pelo reconhecimento dos seguintes
M/PAMPs: lipopolissacarideos (LPS) da superficie de bactérias Gram-
negativas, peptidoglicanas (PGNs) e acido lipoteicoico (LTA) da parede
de bactérias Gram-positivas, B-1,3-glicanas da parede de fungos e o
RNA de longa dupla fita (dsRNA, do inglés double-stranded RNA),
produzido por varios virus durante a sua replicagdo no hospedeiro, o
RNA de fita simples (ssRNA; do inglés, single-strand RNA) e motivos
CpG (DNA nao-metilado) de microrganismos (CHRISTOPHIDES et
al., 2004; JENSEN; THOMSEN, 2012). As diferentes respostas
celulares e humorais de defesa atuam em sinergismo na protegdo contra
os patdgenos (Figura 3).

Figura 3: Respostas imunoldgicas induzidas pelos hemdcitos dos crusticeos
depois do reconhecimento do patégeno.

-
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Transdugdo de sinal

——PRP

Fagocitose e outras
reagdes celulares

% Indugdo/Repressdo
(. 88 (2 ) de genesimunolégicos

Apbds o reconhecimento dos patdgenos via PRRs/PRPs, diferentes reacdes de
defesa sdo ativadas, compreendendo: (1) respostas celulares como fagocitose,
formacdo de nodulos e capsulas, infiltragdo e formacdo de armadilhas
extracelulares de 4acidos nucleicos; (2) uma resposta humoral baseada na
degranulacdo com liberagdo de diferentes imunoefetores e imunoreguladores e,
(3) indugdo e/ou repressdo de genes associados ao sistema imune. Fonte:
BARRACO et al., 2014.
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Varias PRPs foram identificadas e caracterizadas na hemolinfa de
crustaceos ( WANG; WANG, 2013a). Entre elas destacam-se as lectinas
que sdo glicoproteinas presentes em plantas, animais € microrganismos
(LAKHTIN et al., 2011) que reconhecem e se ligam especificamente a
carboidratos na superficie de diferentes células, incluindo
microrganismos. Essas moléculas apresentam pelo menos dois sitios de
ligagdo a carboidratos ou CRDs (do inglés, carbohydrate recognition
domain), o que as tornam capazes de aglutinar células que expressam
seus agucares ligantes (vide revisio de WANG; WANG, 2013b). Além
disso, as aglutininas também possuem outras fungdes bioldgicas, tais
como interagdo celular, sintese e transporte de proteinas e transducdo de
sinal (MCGREAL et al, 2004).

Até o momento sete familias de lectinas sdo conhecidas em
camardes, sendo elas: lectinas do tipo-C, calcio dependentes (CTL ou C-
type lectin), lectinas tipo-L, tipo-P e tipo-M, galectinas,
calnexinas/calreticulinas e as lectinas calcio-dependentes do tipo FREP
(vide revisao de WANG; WANG, 2013b).

As lectinas do tipo FREP estdo presentes em invertebrados e
vertebrados e apresentam um dominio conservado na regido C-terminal,
relacionado ao fibrinogénio (FReD ou FBG, do inglés Fibrinogen-
related domain), com aproximadamente 200 residuos de aminoacidos
(WANG et al., 2005). Compreendem uma grande familia génica
envolvidas no reconhecimento microbiano e em outras fungoes
biologicas (vide revisdo de GORDY et al., 2015).

1.1.1. FREPs de invertebrados

A grande familia das FREPs ¢ encontrada tanto nos vertebrados,
quanto nos invertebrados e incluem os fibrinogénios, as tenascinas, as
proteinas associadas a microfibrilas, as ficolinas, as tachylectinas e as
FREPs propriamente ditas (vide revisdo de GOSH et al., 2011). Essas
moléculas apresentam um importante papel na defesa dos animais, pois
participam do reconhecimento de patogenos, promovem a sua
aglutinagdo, lise e clearance bacteriano e atuam ainda na defesa contra
protozodarios parasitas.

As FREPs de invertebrados foram primeiramente caracterizadas
no caracol de agua doce, Biomphalaria glabrata, uma das cinco espécies
transmissoras da esquistossomose em humanos. Essas moléculas estdo
dissolvidas na hemolinfa do gastropode e possuem em sua regido N-
terminal, um ou dois dominios da superfamilia das imunoglobulinas
(IgSF1 e/ou IgSF2) e na regido C-terminal, um dominio de fibrinogénio
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(FBG), além de outras regides detalhadas na Figura 4 (ADEMA et al.,
1997; vide revisdo de CERENIUS; SODERHALL, 2013; vide revisdo de
GORDY et al., 2015).

Em B. glabrata existem 14 subfamilias de FREPs (vide revisao de
GORDY et al.,, 2015), sendo que a diversidade somatica dessas
moléculas é decorrente de splicing alternativo (ZHANG; LOKER,
2004), mutagdes pontuais ou conversdo génica (vide revisio GORDY et
al., 2015) nos dominios das superfamilias de imunoglobulinas (IgSF 1 e
2), nas regides intercessoras (ICR, do inglés, interceding regions) e nos
dominios FBG (DHEILLY et al., 2015; HANINGTON; ZHANG, 2011;
ZHANG et al., 2001; ZHANG et al., 2004).

Figura 4: Modelo grafico da proteina relacionada ao fibrinogénio codificada
pelo gene FREP3 de Biomphalaria glabrata.

A extremidade N-terminal apresenta um dominio do fator de crescimento
epidermal (EGF), um dominio da superfamilia das imunoglobulinas 1 (IgSF1),
uma regido SCR (small contacting region), um dominio da superfamilia das
imunoglobulinas 2 (IgSF2), uma regido intercessora (ICR) e, na extremidade C-
terminal, um dominio relacionado ao fibrinogénio (FBG). Fonte: CERENIUS;
SODERHALL, 2013.

Os gastropodes sdo os primeiros hospedeiros intermediarios de
cerca de 25 mil espécies de helmintos trematddeos digenéticos (ESCH et
al., 2002). Evidéncias apontam que durante a infeccdo de B. glabrata
pelo Schitossoma mansoni, as FREPs soluveis na hemolinfa reconhecem
e se ligam as mucinas secretadas na superficie do trematédeo. Apds esse
reconhecimento, FREP-mucinas se ligam a outra proteina plasmatica
(TEP, do inglés, Thioester-containing protein) que recruta a defesa
celular (encapsulamento e morte do parasita por espécies reativas de
oxigénio) (vide revisio de GORDY et al, 2015; HUMPHRIES;
YOSHINO, 2008). Estudos apontam que o dominio FBG ¢é o
responsavel pelo reconhecimento do parasita e ativagdo dos hemocitos
(vide revisao de GORDY et al., 2015).

De maneira interessante, as FREPs dos moluscos apresentam
diferengas estruturais. Huang e colaboradores (2015) identificaram 190
sequéncias de FREPs no genoma da ostra do Pacifico, Crassostrea



35

gigas. Nesse bivalve, as FREPs apresentam um dominio FBG, porém,
diferentemente dos gastrépodes, ndo possuem os dominios IgSF e ICR.
A analise das sequéncias mostrou um elevado numero de polimorfismos
nos genes FREP de C. gigas (CgFREP) o que pode contribuir para uma
fung@o imunoldgica versatil de FREPs. Além disso, genes CgFREPs
foram encontrados sendo constitutivamente expressos nas branquias,
glandula digestiva e nos hemdcitos (HUANG et al., 2015), no entanto as
fun¢des das FREPs em ostras ndo sdo ainda conhecidas. Além deste
bivalve, uma FREP hemocitaria também foi descrita no mexilhdo
Mytilus galloprovincialis (ROMERO et al., 2011).

No grupo dos artropodes, as FREPs s3o mais conhecidas nos
insetos. No mosquito vetor da malaria Anopheles gambiae, 59 genes da
familia FREP foram identificados, cuja estrutura molecular apresenta o
dominio de fibrinogénio, porém, estando ausentes os demais dominios
(IgSF e ICR) (DONG; DIMOPOULOS, 2009). Algumas FREPs do
mosquito apresentam fungdes antibacterianas e antiparasitarias (DONG;
DIMOPOULOS, 2009; RAFTO et al., 2005).

Considerando o acima relatado, fica evidente que existem
diferencas estruturais relevantes entre as FREPs de moluscos e de
artropodes. Enquanto, as FREPs dos gastropodes apresentam dominios
IgSF 1 e 2 e ICR, as mesmas regides estdo ausentes nas FREPs dos
artropodes. No entanto, ambos os filos possuem FREPs com dominio
FReD/FBG responsavel pelo reconhecimento e aglutinagdo microbiana
e pelo clearance bacteriano (HANINGTON; ZHANG, 2011).

Em crustaceos, as FREPs foram primeiramente identificadas no
lagostim de agua doce Pacifastacus leniusculus e denominada como
proteina de inibi¢do de melanizagdo (P/MIP). Essa proteina possui um
dominio FReD/FBG semelhante ao dominio encontrado nas ficolinas de
vertebrados e atua como um regulador da atividade fenoloxidase (PO),
inibindo a melanizacio no lagostim (SODERHALL et al., 2009). Outras
duas proteinas semelhante as ficolinas foram identificadas em P.
leniusculus (PIFicol e PIFico2), capazes de se ligarem a bactérias
Gram-negativas e promover o clearance bacteriano (WU et al., 2011).
Em camardes, as FREPs foram identificadas recentemente no dulcicola
Macrobrachium rosenbergii (MrFicol e MrFico2) (ZHANG et al.,
2014) e em duas espécies de peneideos, Penaeus monodon (PmMIP)
(ANGTHONG et al., 2010) e Marsupenaeus japonicus (MjFREPI;
MjFREP2) (CHAl et al., 2012; SUN et al., 2014).

Considerando que o principal fator limitante para o sucesso da
carcinicultura consiste no controle das infecgdes, estudos que auxiliem
na compreensdo dos mecanismos antimicrobianos e das moléculas
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envolvidas nesses processos, sdo fundamentais para o desenvolvimento
de ferramentas biotecnologicas visando uma melhora na
imunocompeténcia dos animais. Nesse contexto, o presente estudo relata
a presenca e a expressdo tecidual de um gene codificante para uma
FREP na espécie mais cultuvada no mundo, L. vannamei.
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2. HIPOTESE

O camardo Litopenaeus vannamei possui, pelo menos, um gene
codificante para uma proteina relacionada ao fibrinogénio (FREP), cuja
expressdo ¢ observada em todas as fases do desenvolvimento larval e
pode ser modulada por infec¢des microbianas.

3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil transcricional de um gene codificante para
proteinas relacionadas ao fibrinogénio (FREPs) no camarao Litopenaeus
vannamei.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Identificar e analisar a distribui¢do da expressdo de LvFrep
em diferentes tecidos de camardes juvenis estimulados ou ndo com a
bactéria Vibrio harveyi;

3.3.2. Avaliar a modulagdo génica da FREP em camardes juvenis
desafiados com a bactéria V. harveyi ou com o WSSV;

3.3.3. Avaliar a expressao génica da FREP nos diferentes estagios
do desenvolvimento do camarao.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. ANIMAIS

Foram utilizados camardes juvenis da espécie Litopenaeus
vannamei (10 £ 2 g) (n=130), de ambos os sexos, aparentemente
saudaveis e em fase de intermuda, cedidos pelo Laboratorio de
Camaroes Marinhos do  Departamento de  Aquicultura
(UFSC/CCA/LCM). Além dos juvenis, utilizou-se camardes em
diferentes estagios do desenvolvimento (ovos fertilizados de 0-4 h e de
7-11 h pds-desova, Nauplios I e V, Protozoeas I e 111, Misis I e III, pos-
larvas de 2, 9 e 17 dias e juvenis), provenientes da desova de 23 fémeas,
conforme descrito em Quispe (2016). Os ovos, estagios larvais e pos-
larvais foram coletados e processados in loco (LCM).

Os animais juvenis foram transferidos para o Setor de Bioensaios
do Laboratéorio de Imunologia Aplicada a  Aquicultura
(UFSC/CCB/LIAA), alocados em dois tanques de 100 L (65
animais/tanque) contendo agua salgada filtrada, aeragdo constante e com
renovagdo didria da agua de 50%. Antes do inicio dos experimentos, 0s
animais foram aclimatados por sete dias e alimentados uma vez ao dia,
com ragdo comercial (Guabi; POTIMAR 35 EXT) a uma biomassa de
2%. A temperatura da sala foi climatizada a 26°C, sendo que a
temperatura da dgua permaneceu em torno de 23°C durante o periodo
experimental.

4.2. DIAGNOSTICO DE WSSV

Antes do inicio dos experimentos, 30% dos juvenis foram
amostrados e avaliados quanto a presenca do WSSV. A coleta da
hemolinfa (Item 4.4) foi realizada para a extragdo do DNA genomico
(gDNA) de hemocitos fixados em etanol 70%, utilizando-se o reagente
DNAZzol (Invitrogen®). Apds, os hemocitos foram lavados com 10 mM
Tris (pH 7,5) submetidos a extragdo com DNAzol (1 ml/precipitado) e o
DNA extraido foi precipitado com isopropanol (400 ul). Finalmente, as
amostras de DNA de hemocitos foram lavadas com etanol 75%, secas a
temperatura ambiente e solubilizadas em 8 mM NaOH (200 ul). A
pureza das amostras foi avaliada em espectrofotdometro (NanoVue
PluSTM), considerando a relacdo Ajep:Azg= 1,8-2,1. A amplificagdo das
sequéncias de DNA correspondentes ao WSSV foi realizada por Reacao
em Cadeia da Polimerase em dois passos (nested PCR), utilizando-se os
iniciadores recomendados pela OIE (do inglés, World organisation for
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animal health) apresentados no Quadro 1. As condi¢cdes 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 reacdo 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 min. A confirmagdo ou nio da presenca de sequéncias génicas
referentes ao virus nos animais foi realizado através de analises em gel
de agarose (1,5%) corado com brometo de etideo. A visualizagdo dos
géis foi realizada através do fotodocumentador e digitalizados pelo
programa DigiDoc-ItLS. Como controle positivo da reagdo, foram
utilizadas amostras de gDNA de animais comprovadamente infectados
com WSSV.

4.3. DESAFIOS MICROBIANOS
4.3.1. Estimulo dos animais com V. harveyi

Para os experimentos de desafios microbianos, inicialmente
realizou-se um estimulo bacteriano dos animais com a bactéria marinha
Vibrio harveyi (ATCC 14126), inativada por calor. A cultura de V.
harveyi foi obtida a partir do crescimento em meio LB-NaCl (1%
peptona, 0,5% extrato de levedura, 3% NaCl, pH 7,2) a 20 £ 2°C por um
periodo de 12-16 h sob agitacdo (150 rpm). Em seguida, a cultura
bacteriana foi centrifugada (1.000 xg por 10 min) e suspendida em agua
do mar filtrada (0,45 pum). A concentra¢do bacteriana foi ajustada em
espectrofotdmetro (Biowave II WPA™) para uma densidade optica
DOgoo ni= 0,52, correspondente a 5x10° CFU/ml. As bactérias foram
entdo inativadas por calor a 70°C por 20 min e plaqueadas em meio
solido LB-NaCl a4gar (LB-NaCl acrescido de 1,5% de agar) para
confirmagao da efici€ncia do tratamento.

Ap6s o periodo de aclimatagdo de sete dias, os camardes juvenis
(n=10) foram acondicionados em tanques (n=5/tanque), contendo 16 L
de 4gua salgada e injetados intramuscularmente na regido dorsal (entre o
primeiro e o segundo segmentos abdominais) com uma solugdo de
bactérias inativadas (100 ul; 5x10” CFU por animal) (Figura 5). Como
controle, foram utilizados animais ndo manipulados (grupo naive; n=5).
Os camardes ficaram sem alimentagdo nas 48 h seguintes, quando foi
realizada a coleta da hemolinfa e a disseccdo dos tecidos dos cinco
animais de cada grupo e agrupados em uma tinica amostra por condicéo,
segundo descrito no item 4.4. A analise foi realizada nas 48 h pods-
injecdo uma vez que a expressdo de varios genes imunologicos de L.



41
vannamei mostrou ser modulada nesse periodo, em resposta a diferentes

agentes patogénicos (GONCALVES, et al., 2014).

Figura 5: Esquema ilustrativo do estimulo microbiano com juvenis de
Litopenaeus vannamei.

Estimulados
Aclimatagao (5107 CFU/animal) Coletados tecidos
(n=10) JUVENIS V. harveyi inativadas por calor (n=5)
1
Preé-estimulo l Pos-estimulo

N&o manipulados (naive) (n=5)

7 dias oh 48h

-7 dias: periodo de aclimatacdo dos animais. 0 h: estimulo microbiano. 48 h:
coleta dos tecidos e processamento das amostras. Circulo vermelho: grupo
estimulado com Vibrio harveyi ATCC 14126 (bactérias inativadas por calor);
Circulo preto: animais ndo manipulados (grupo naive).

4.3.2. Infecgao experimental com V. harveyi

Para os ensaios de infecg¢do bacteriana, utilizou-se a bactéria V.
harveyi (ATCC 14126). Apos o periodo de aclimatacdo de sete dias, os
camardes foram injetados intramuscularmente (n=30) como descrito
acima, porém com inéculo bacteriano vivo (6x10’ CFU por animal),
diluido em agua do mar filtrada (Figura 6). Essa dose bacteriana foi
anteriormente padronizada no LIAA, a qual é capaz de matar 50% dos
animais em um periodo de 48 h (DLsy). Apos a infecg¢do, os camardes
foram dispostos em tanques (n=5/tanque), contendo 16 L de agua
salgada. Os camardes ndo foram alimentados nas 48 h seguintes, quando
entdo realizou-se a coleta da hemolinfa (3 pools de 5 animais), conforme
descrito no item 4.4. Animais ndo manipulados (grupo nraive; n=15) ou
injetados com agua do mar filtrada (n=15) foram utilizados como
controle.
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4.3.3. Infecciio dos animais com WSSV

Para os ensaios de infecgdo viral, utilizou-se um inodculo contendo
o virus da sindrome da macha branca (WSSV) obtido segundo o
protocolo de Gongalves e colaboradores (2014), com algumas
modificagdes. Para tal, 10 g do tecido muscular de camardes
diagnosticados por PCR como positivos para o WSSV foram
homogeneizados em tampao Tris-NaCl estéril e gelado (330 mM NaCl,
10 mM Tris, pH 7,4) (1:10; p:v) e, em seguida, centrifugados a 3.000 x
g por 30 min a 4°C. O sobrenadante foi recuperado e centrifugado a
12.000 x g por 40 min a 4°C, filtrado (0,45 pum), aliquotado e
armazenado a -196°C. Seguindo a mesma metodologia, foi preparado
um indéculo livre de WSSV, utilizando tecido muscular de animais
previamente diagnosticados como negativos para o virus.

Apoés o periodo de aclimatacdo de sete dias, os animais foram
injetados intramuscularmente (n=15), entre o primeiro ¢ o segundo
segmentos abdominais da regido dorsal, com 100 pL do indculo viral
(3x10* copias gendmicas por animal) (Figura 6). Essa dose foi
anteriormente padronizada no LIAA como sendo capaz de matar 50%
dos animais em um periodo de 15 dias (DLsp). Apos a inje¢do, os
camardes foram dispostos em tanques contendo 16 L de agua salgada
(n=5 animais/ tanque). Ap6s 48 h da infecgdo foi realizada a coleta da
hemolinfa (3 pools de 5 animais), segundo descrito no item 4.4. Como
controle, foram utilizados animais ndo manipulados (grupo naive; n=15)
e animais injetados com 100 pL do inéculo livre de WSSV (n=15).
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Figura 6: Esquema ilustrativo das infec¢des experimentais virais e bacterianas
com juvenis de Litopenaeus vannamei.

Vibrio harveyi Wwssv
(6x107 CFU/animal) (3x102 copias gendmicas/animal) i
. . (n=30) (n=15) Coleta da hemolinfa
Aclimatagéao

(3 pooisde 5, amma\s/cond\t;éo)

(n=90) JUVENIS O O Q‘@ ?f%’?t

Pré-infeccédo Pés-infeccéo

SICAS

N&o manipulados (naive) | Agua do mar filtrada || Inéculo livre de WSSV
(n=15) (n=15) (n=15)

-7 dias Ozh 48 h

-7 dias: inicio do periodo de aclimatagdo dos animais. 0 h: infeccdo
experimental. 48 h: coleta da hemolinfa e processamento das amostras. Circulos
vermelhos: grupos experimentais (camardes infectados com o WSSV ou com a
bactéria Vibrio harveyi ATCC 14126); Circulos azuis: controles experimentais
(animais injetados com indculo livre de WSSV ou com agua do mar filtrada);
Circulo preto: animais ndo manipulados (grupo naive). Para cada grupo
experimental, foram feitos 3 pools de 5 animais.

4.4. COLETA DOS TECIDOS

A hemolinfa de camardes juvenis foi extraida na regido ventral do
abdome, entre o ultimo esternito cefalotoracico e o primeiro abdominal,
por inser¢do de uma agulha (13x0,4 mm) acoplada a uma seringa estéril
de 1 ml. A hemolinfa foi coletada na presenc¢a de solucao anticoagulante
(Solugdo de Alsever Modificada ou MAS: 336 mM NaCl, 115 mM
glicose, 27 mM citrato de sodio, 9 mM EDTA, pH 7,2) (proporgdo 1:2,
sendo 1 parte de hemolinfa para 2 de MAS), centrifugada (1.500 x g por
10 min a 4°C) e o precipitado celular suspendido em 1 ml do reagente
TRIzol® (Thermo Scientific®). Apds a extragio da hemolinfa, os
camardes foram anestesiados por hipotermia (-20°C por 20 min) e
posteriormente sacrificados para a dissec¢do e coleta dos seguintes
tecidos: estomago, hepatopancreas, intestino médio, intestino posterior,
musculo, branquias e corddo nervoso (Figura 7). Apos a coleta, os
tecidos foram lavados em solugdo Tris-NaCl (10 mM Tris, 330 mM
NaCl, pH 7,4) e macerados na presenca de 1 ml do reagente TRIzol”
(Thermo Scientific™) com o auxilio de pistilos estéreis acoplados ao
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homegeneizador VWR® Disposable Pellet Mixers and Cordless Motor.
Apds centrifugacdo (12.000 x g por 10 min a 4°C), os sobrenadantes
foram coletados e conservados a -20°C para a posterior extracdo de
RNA total (item 4.5.).

As amostras de cDNA de camardes em diferentes estagios do
desenvolvimento foram preparadas por Quispe e colaboradores (2016) e
estavam armazenadas a -80°C no LIAA. Quispe e colaboradores (2016)
definiram cada estagio do desenvolvimento microscopicamente e
coletaram trés amostras independentes de cada estagio, compreendendo:
ovos fertilizados de 0-4 h (EI) e de 7-11 h po6s-desova (EII), Nauplios I e
V (NI e NV), Protozoeas I e III (ZI e ZIII), Misis I e III (MI e MIII) e
Pods-larvas com idade de 2, 9 e 17 dias (PL2, PL9 ¢ PL17).

Figura 7: Esquema ilustrativo (fora de escala) indicando os tecidos de juvenis
Litopenaeus vannamei analisados neste estudo.

Estomago  Hepatopincreas Miisculo

Hemolinfa g . \ _ / Intestino Médio

(Hemocitos) ™,

Brinquias Cordio nervoso Intestino Posterior

Estdmago (vermelho), hepatopancreas (amarelo), intestino médio (verde),
intestino posterior (azul), corddo nervoso, branquias, musculo e hemolinfa
(hemocitos) (adaptado de SOONTHORNCHALI et al., 2010).

4.5. EXTRACAO DE RNA TOTAL E SINTESE DE ¢cDNA

Para a obtencdo do RNA total, os hemdcitos e tecidos dos
camaroes juvenis foram conservados em TRIzol® (Thermo Scientific™) e
submetidos a extragdo com cloroférmio. Apos centrifugacao (12.000 x g
por 15 min a 4°C), o RNA total obtido foi precipitado com isopropanol e
lavado duas vezes com etanol 75% gelado. O precipitado de RNA foi
suspendido em agua livre de DNA/RNA/DNases/RNases e tratado com
1 U da enzima DNase I (Thermo Scientific™) por 15 min a 37°C, para a
eliminagdo de DNA gendmico (gDNA) contaminante. A enzima DNase
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I foi entdo inativada (70°C por 15 min) e as amostras precipitadas com
0,3 M acetato de sodio (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.

Para a avaliagdo da distribuicdo génica em diferentes tecidos de
juvenis L. vannamei, o RNA total foi extraido individualmente das cinco
amostras de todos os tecidos coletados das duas condigdes
experimentais (animais estimulados e naive). A concentragdo das
amostras foi determinada pela leitura de absorbincia em 260 nm
(Assoum= 1, equivalente a 40 pg RNA/ml) no espectrofotometro
NanoVue Plus'™. A razdo entre as leituras em 260 nm e 280 nm foi
utilizada como um indicativo da pureza do RNA obtido, sendo a
integridade das amostras avaliada em gel de agarose (0,8%). A partir
dos resultados de pureza (Assonso: 1,8>2,1) e integridade (sem sinais
visiveis de degradagdo em gel de agarose), as trés melhores amostras de
cada tecido e de cada condigdo, foram agrupadas em um tUnico pool,
utilizando a mesma quantidade de RNA total extraido (5 pg/amostra).
Em seguida, os pools de RNAs foram quantificados novamente e a
integridade avaliada em gel de agarose 0,8%. As amostras de RNA total
dos hemocitos de animais submetidos aos desafios virais e bacterianos
(coletadas em pools de 5 animais por condigdo) foram diretamente
processadas e a concentragdo, pureza ¢ integridade avaliadas conforme
descrito acima.

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
Inc®), 20 U da enzima RiboLock™ RNase Inhibitor (Thermo
Scientific®) e 0,5 pg de oligo(dT);». s (Sinapse Inc®), em um volume
final de 20 pL. As amostras foram incubadas a 42°C por 60 min e a
enzima inativada por calor a 65°C por 15 min. As amostras de cDNAs
foram armazenadas a -20°C para utilizagdo posterior.

4.6. DESENHO DOS INICIADORES

A sequéncia de nucleotideos que codifica para a proteina
relacionada ao fibrinogénio 1 do camardo Marsupenaeus japonicus
(MjFREP1; GenBank: JN100568) foi utilizada como referéncia para a
busca de sequéncias ortdlogas do camardo L. vannamei publicamente
acessiveis no banco de dados de sequéncias ndo anotadas EST
(Expressed sequence tags) (GenBank). Foi encontrada uma sequéncia
do gene codificante para uma FREP de L. vannamei (GenBank:
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FE071367) na qual foi utilizada para desenhar o par de iniciadores
utilizado para as analises de expressdo semi-quantitativas por PCR
convencional (RT-PCR) e quantitativas em tempo real (RT-qPCR). No
presente estudo esses iniciadores foram denominados LvFrep e suas
sequéncias estdo apresentadas no Quadro 1.

O potencial de auto complementariedade e formagdo de dimeros
dos iniciadores foram verificados utilizando o Software FastPCR
(http://primerdigital.com/ fastpcr.html). Para a escolha dos iniciadores
utilizados neste estudo, os seguintes parametros foram observados: (1)
temperatura de hibridizagdo entre 58-62°C, (2) tamanho dos iniciadores
de 20-21 pb, (3) contetdo de C/G entre 50% e, (4) tamanho do produto
de amplificagdo entre 100-200 pb.

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

As andlises de expressdao semi-quantitativas de LvFrep em
diferentes tecidos de L. vannamei (submetidos ou ndo a um estimulo
bacteriano; Item 4.3.1) foram realizadas por transcri¢do reversa seguida
de PCR convencional (RT-PCR). As rea¢des de RT-PCR foram
realizadas em um volume final de 15 pL contendo 2 mM de MgCl,, 0,4
mM de dNTP Mix, 0,2 uM dos iniciadores senso e antissenso, 1 U da
enzima Tag DNA polymerase (Sinapse Inc®) e 1 pL de cDNA (diluido
10 vezes). As reagdes foram realizadas de acordo com as seguintes
condigdes: desnaturagdo a 95°C por 10 min, seguido por 35 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 30s, hibridizagdo a 55°C por 30s, extensdo a
72°C por 30s e 72°C por 5 minutos para a extensdo final. As sequéncias
dos iniciadores estdo apresentadas no Quadro 1. Como controle de
expressdo e de qualidade das amostras foi avaliada a expressdo do gene
B-actina (Quadro 1), nas seguintes condi¢des: desnaturagdo a 95°C por
10 min, seguido por 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 1 min,
hibridizagdo a 50°C por 1 min, extensdo a 72°C por 1 min e 72°C por 5
minutos para a extensdo final. Os produtos de amplificagdo foram
analisados por eletroforese em gel de agarose (1,5%) corados com
brometo de etideo (Amresco”). Os tamanhos moleculares foram
comparados com o padrio molecular de 100 pb (Sinapse Inc®). Os géis
foram visualizados em um fotodocumentador utilizando fluorescéncia
UV e digitalizados no programa DigiDoc-ItLS.



Quadro 1: Sequéncia dos iniciadores referentes aos genes utilizados nas analises de expressdo génica (RT-PCR e RT-qPCR).

Sequéncia (5°- 3%) Produte de N? GenBank Referéncia
amplificacio (pb)

AVI/AV2 B-actina Fw TAATCCACATCTGCTGGAAGGTGG ~846 - Cadoret et al 1999
Rv TCACCAACTGGGATGACATGG

LvActin B-actina Fw CCACGAGACCACCTACAAC 142 AF300705 Wang et al., 2007
Rv AGCGAGGGCAGTGATTTC

LvEFla Fator de elongagio 1-a Fw TGGCTGTGAACAAGATGGACA 103 GU136229 De la Vega et al.. 2008
RvTIGTAGCCCACCTTCTTGACG

LvL40 Proteina ribossomal L40 Fw GAGAATGTGAAGGCCAAGATC 104 KI831563 Silveira, 2016
Rv TCAGAGAGAGTGCGACCATC

LvRpS6 Proteina ribossomal 40S 56 Fw AGCAGATACCCTTGGTGAAG 193 FE080516 Goncalves et al., 2014
Rv GATGCAACCACGGACTGAC

LvRpS3A Proteina ribossomal S3A Fw GGCTTGCTATGGTGTGCTCC 101 BF(023024 De la Vega et al., 2008
Rv TCATGCTCTTGGCTCGCTG

LvFrep Proteina relacionada ao Fw TAGGTGATTACTCGGCGAAC FE071367 Presente estudo

fibrinogénio (Frep) Rv TAATACTCCACGCAGTCGAG

WSSV146-1 E Fw ACTACTAACTTCAGCCTATCTAG 1447 - OIE
Rv TAATGCGGGTGTAATGTTCTTACG

W55V146-2 - Fw GTAACTGCCCCTTCCATCTCCA 941 - OIE

Rv TACGGCAGCTGCTGCACCTTGT

47
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4.8. TRANSCRICAO REVERSA SEGUIDA DE PCR
QUANTITATIVA EM TEMPO REAL (RT-qPCR)

A expressdo de LvFrep foi avaliada nos hemocitos de camardes
juvenis desafiados com o WSSV ou com a bactéria V. harveyi e em
camardes em diferentes estidgios do desenvolvimento. As reagdes de
transcrigdo reversa seguida por PCR quantitativa em tempo real (RT-
gPCR) foram realizadas utilizando o aparelho StepOnePlus™ Real-Time
PCR Systems (Applied Biosystems®). As reagdes ocorreram em um
volume final de 15 pL contendo 1 pL de cDNA (diluido 1:20 para os
camardes desafiados com o WSSV ou com a bactéria V. harveyi e
cDNA diluido 1:8 para os camardes em diferentes estagios do
desenvolvimento), 0,3 uM de cada iniciador e 7,5 ul do mix de reagdo
(Maxima® SYBR Green/ROX qPCR Master Mix 2x; Thermo
Scientific™). As analises foram feitas em duplicata e as sequéncias dos
iniciadores estdo apresentadas no Quadro 1. Para a amplificacdo, foram
utilizadas as seguintes condigdes: desnaturagdo a 95°C por 10 min,
seguido por 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 155 e
hibridizagdo/extensdao a 60°C por 1 min. A especificidade das reagdes
foi confirmada pela andlise de curvas de dissociagdo (60-95°C;
0,05°C/s), realizada apo6s as etapas de amplificagao.

Para a determinacdo da eficiéncia dos iniciadores foi avaliada a
amplificagdo das sequéncias de interesse utilizando-se dilui¢des seriadas
(curva padrdo: 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128) de um pool de todos os
cDNAs das amostras de hemocitos das infec¢des virais e bacterianas. Os
valores de Cq (ciclo de quantificagdo) de cada diluicdo foram utilizados
para a constru¢@o de uma curva linear, cujo valor de slope (coeficiente
angular da reta) foi utilizado para o célculo da eficiéncia (E) dos pares
de iniciadores segundo a formula: E = 1051P°)_1

O programa RefFinder (http://fulxie.Ofees.us/) foi utilizado para a
escolha da melhor condigdo de referéncia entre quatro genes candidatos:
LvEF1a (GenBank: GU136229), LvL40 (GenBank: KJ831563), LvRpS6
(GenBank: FE080516) e LvRpS3A (GenBank: BF023924). A escolha
foi baseada no calculo do coeficiente de estabilidade dos genes
candidatos utilizando o programa RefFinder, que leva em consideragéo a
variagdo dos valores de Cq entre as diferentes amostras. Assim, quanto
menor o valor do coeficiente, menor a variagao de expressdo do gene de
referéncia entre as condi¢Oes experimentais. Para uma analise mais
apurada, foi considerada ainda a média geométrica dos valores de Cq
das diferentes combinac¢des dos genes candidatos (VANDESOMPELE
etal., 2002).
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Os valores de expressdo relativa foram calculados com base nos
valores de Cq dos genes de interesse em relagdo aos valores de Cq da
referéncia (ACq = Cq do gene alvo subtraido do Cq da referéncia). Os
niveis de expressio foram calculados pela formula 2“4 (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001), utilizando a expressdao dos hemocitos do grupo
naive (camardes juvenis nao manipulados) como condi¢do calibradora.
Os dados de RT-qPCR foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk e analisados utilizando o teste de analise de variancia
(ANOVA), seguido pelo teste de comparagdo de médias de Tukey
(Statistica 7.0).

Para a construgdo dos graficos de expressdo, foi utilizado o
programa GraphPad Prism 3 (GraphPad Soft2007re, Inc.). As
diferencas entre os grupos experimentais foram consideradas
significativas quando as variagdes de expressdo génica mostraram-se
superiores a 1,5 vezes e o P<0,05. As analises ¢ a nomenclatura
utilizadas neste trabalho foram baseadas nas recomendagoes do MIQE
guidelines (Minimum Information for Publication of Quantitative Real-
Time PCR Experiments) (BUSTIN et al., 2009).
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5. RESULTADOS

5.1. IDENTIFICACAO DO GENE QUE CODIFICA PARA UMA
PROTEINA RELACIONADA AO FIBRINOGENIO (FREP) EM
Litopenaeus vannamei

A sequéncia de nucleotideos que codifica para a proteina
relacionada ao fibrinogénio 1 do camardo M. japonicus (MjFREP1;
GenBank: JN100568) foi utilizada como referéncia para a busca de
sequéncias ortdlogas do camardo L. vannamei publicamente acessiveis
no banco de dados de sequéncias ndo anotadas EST (Expressed
sequence tags) (GenBank). Foi encontrada uma sequéncia do gene
codificante para uma FREP de L. vannamei (GenBank: FE071367) ¢
para diferenciar das FREPs encontradas nos gastropodes (que possuem
na regido N-terminal dominios IgSF) no presente estudo a FREP
encontrada foi denominada como LvFrep.

5.2. DISTRIBUICAO TECIDUAL DA EXPRESSAO DE LvFrep
EM CAMAROES JUVENIS ESTIMULADOS OU NAO POR Vibrio
harveyi

A distribuigdo da expressdo de LvFrep foi avaliada de forma
semi-quantitativa (RT-PCR convencional) nos hemécitos e em sete
tecidos (estdmago, hepatopancreas, intestino médio, intestino posterior,
musculo, branquias e corddo nervoso) de camardes estimulados ou néo
com bactérias V. harveyi ATCC 14126, inativadas por calor.
Inicialmente, o perfil de migracdo de RNAs totais das diferentes
amostras foi avaliado em gel de agarose (0,8%) (Figura 8). Foi possivel
visualizar bandas correspondentes aos diferentes tipos de RNA
ribossomal. Embora as amostras tenham apresentado padroes distintos
de migracdo e abundancia dos diferentes tipos de RNA ribossomal
(como exemplificado pelas amostras de hepatopéancreas), nenhum sinal
evidente de degradagéo foi identificado.
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Figura 8: Perfil de migracdo do RNA total das amostras (pools de 3 camardes)
nos hemdcitos e em diferentes tecidos das duas condigdes experimentais
(animais nao manipulados ou estimulados com a bactéria Vibrio harveyi ATCC
14126 inativada por calor).

Niao manipulados Estimulados

MS BR CN ST HP IM IP HE MS BR CN ST HP IM I[P HE

MS: Musculo, BR: Branquias, CN: Corddo nervoso, ST: Estdmago, HP:
Hepatopancreas, IM: Intestino médio, IP: Intestino posterior, HE: Hemocitos.

A amplificagdo de transcritos de B-actina mostrou-se estavel em
todas as amostras (Figura 9), validando assim as comparagdes de
expressdo tecidual do gene LvFrep entre os grupos experimentais
(camardes estimulados ou ndo por bactérias inativadas).

Esse material foi, entdo, utilizado para as analises posteriores, de
transcrigdo reversa, seguido de andlise semi-quantitativa por PCR
convencional (Figura 9). Os transcritos de LvFrep foram encontrados
nos hemocitos de camardes naive, sendo que o nivel de expressdo
aumentou apods 48 h do estimulo bacteriano (Figura 9). Baixos niveis de
transcritos LvFrep foram identificados nas branquias e no intestino,
apenas em animais sob estimulo bacteriano (Figura 9).

Figura 9: Analise semi-quantitativa por RT-PCR dos niveis de transcritos de
LvFrep em diferentes tecidos de camardes apds 48 h do estimulo bacteriano.

HE BR MS CN ST HP IM IP
NENENENE NENENENE

.[VFFEP - . =-127pb

BractiNg) e ws e e s e e i W00 S0 S St S 0 e e = 546 pb

Animais estimulados com a bactéria Vibrio harveyi ATCC 14126 inativada por
calor (E) e animais ndo manipulados (N). Plano superior: Niveis de transcritos
LvFrep nos hemocitos (HE), Branquias (BR), Musculo (MS), Corddo nervoso
(CN), Estomago (ST), Hepatopancreas (HP), Intestino médio (IM) e Intestino
posterior (IP). Plano inferior: expressio do gene f-actina nos tecidos
correspondentes.
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5.3. PERFIL TRANSCRICIONAL DO GENE LvFrep EM
CAMAROES JUVENIS INFECTADOS COM V. harveyi OU WSSV

Os niveis de transcritos de LvFrep foram avaliados nos hemocitos
48 h apos infecgOes experimentais dos camardes com a bactéria V.
harveyi ATCC 14126 ou com o WSSV. A escolha do sitio de expressdo
de LvFrep foi avaliada apenas nos hemocitos, considerando os
resultados das andlises semi-quantitativas que revelou ser este o local de
expressdo em animais que ndo sofreram nenhum tipo de estimulo
(camardes naive).

Primeiramente, foi realizada a escolha da melhor referéncia para
os calculos de expressdo relativa. Para isso, a expressdo de quatro genes
candidatos foi avaliada: a do Fator de elongacdo 1a (LvEF-1a) e de trés
proteinas ribossomais (LvL40, LvRpS6 ¢ LvRpS3A). A andlise para a
escolha da melhor referéncia levou em consideracdo o coeficiente de
estabilidade dos valores de Cq, calculado pelo programa RefFinder. A
condi¢do que apresentou a menor variagdo de expressdo foi a média
geométrica dos genes LvEF-1a e LvLA40 (Figura 10).

Figura 10: Coeficiente de estabilidade dos genes candidatos a referéncia.
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Genes de referéncia e suas combinagdes: (A) LvEF-1a e LvL40; (B) LvEF-1a,
LvLA40 e LvRpS3A; (C) LvLA40 e LvRpS3A; (D) LvEF-1a; (E) LvLA4O; (F) LvEF-
la, LvL40 e LvRpS6; (G) LvEF-1a e LvRpS3A; (H) LvEF-la, LYRpS6 e
LvRpS3A; (I) LvL40, LvRpS6 e LvRpS3A; (J) LvEF-la, LvL40, LvRpS6 e
LvRpS3A; (K) LvEF-1a e LvRpS6; (L) LvL40 e LvRpS6; (M) LvRpS3A; (N)
LvRpS6 e LVRpS3A e (O) LvRpS6.

Em seguida, foi avaliada a especificidade e a eficiéncia dos
iniciadores especificos para a FREP de L. vannamei. A andlise de curva
de dissociacdo, mostrou que os iniciadores geraram um Unico pico
(LvFrep Tm= 81,86°C), indicando a amplificagio de uma unica
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sequéncia e confirmando a especificidade do par de iniciadores (Figura
11A). Os iniciadores utilizados para a amplificagdo de LvFrep
apresentaram eficiéncia de 109,6% (Figura 11B).
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Figura 11: Curvas de dissociacdo das reagdes de RT-qPCR e eficiéncia dos
iniciadores utilizados para a amplificacdo de LvFrep.
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A. Perfil derivado da curva de dissociacdo dos produtos de RT-qPCR dos
iniciadores utilizados para a amplificagdo dos transcritos de LvFrep. Tm:
Temperatura de desnaturagdo (melting). B. Curva linear resultante da
amplificacdo da sequéncia de interesse (LvFrep) utilizando-se diluigdes seriadas
(curva padrao: 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128) de um pool de todos os cDNAs das
amostras de hemdcitos das infec¢des virais e bacterianas. A eficiéncia (%) dos
pares de iniciadores foi calculada segundo a formula: E = 10°"°P9-1,
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Definidos esses parametros, partiu-se para as analises de
expressdo quantitativa de LvFrep em camardes apds 48 h da infecgdo
por V. harveyi, a fim de avaliar a resposta imune frente a uma infeg¢do
bacteriana e ndo apenas a um estimulo microbiano, como anteriormente
avaliado (por expressdo semi-quantitativa). Nos animais infectados com
bactéria (V+), os nives de expressdo de LvFrep foram 7x superiores ao
grupo controle injetado apenas com agua do mar estéril (V-) (P<0,05) e
14x superiores aos animais ndo manipulados (N) (P<0,05) (Figura 12).
Nenhuma diferenca de expressdo foi, contudo, observada entre os dois
grupos controle (NxV-).

Em relacdo a infecgéo viral, ndo foram observadas diferencas nos
niveis de expressdo de LvFrep nos hemdcitos de camardes 48 h apds
desafio com 0 WSSV (W+), quando comparados com animais injetados
com indculo livre do virus (W-) ou com animais ndo manipulados (N)
(Figura 12).

Figura 12: Perfil transcricional do gene LvFrep em camardes juvenis.
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Analise do perfil transcricional de LvFrep por RT-qPCR nos hemdcitos, 48 h
ap6s infeccdo experimental com V. harveyi ATCC 14126 (barras brancas) ou
com WSSV (barras pretas). Os resultados estdo apresentados como média +
desvio padrao de triplicatas bioldgicas (3 pools de 5 animais por condicdo) e as
diferencas estatisticas estdo indicadas por asterisco (*) (P<0,05), obtidas por
analise de varidncia (ANOVA), seguida pelo Teste de Tukey. N: grupo naive
(animais ndo manipulados); V-: animais injetados com agua do mar estéril; V+:
animais infectados com Vibrio harveyi ATCC 14126 (6X107 CFU/animal), W-:
animais injetados com inoculo livre de WSSV; W+: animais infectados com
WSSV (3x10” copias gendmicas/animal).
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5.4. PERFIL TRANSCRICIONAL DO GENE LvFrep AO LONGO
DOS ESTAGIOS DO DESENVOLVIMENTO DE L. vannamei

Os niveis de expressdo génica de LvFrep foram avaliados ao
longo do desenvolvimento do camardo L. vannamei. Para isso, foram
utilizadas doze amostras dos estagios do desenvolvimento, incluindo
ovos, estagios larvais e poés-larvais (Figura 13A). Os genes de
referéncia foram previamente escolhidos por Quispe (2016), segundo os
critérios descritos no Item 4.8, sendo eles: LvRpS6 (GenBank:
FE080516) e B-actina (Genbank: AF300705), apresentados no Quadro
1.

Transcritos de LvFrep foram detectados em todos os estagios do
desenvolvimento de L. vannamei, porém a quantificacio da sua
expressdo so foi possivel a partir do estagio de Nauplios V. Os niveis
transcricionais de LvFrep foram significativos no estdgio de Nauplios V
em relagdo aos estagios de Misis III e PL9 e PL17. No entanto a maior
quantidade de transcritos ocorreu nos hemécitos de camardes juvenis,
sendo 95x superior aos camardes na fase de Pods-larvas (PL2, PL9 e
PL17) (P<0,05) (Figura 13B).
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Figura 13: Perfil transcricional do gene LvFrep expresso em diferentes estagios
do desenvolvimento de L. vannamei.
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A. Esquema ilustrativo dos estagios do desenvolvimento de L.vannamei. As
amostras utilizadas no presente estudo foram: Ovos fertilizados de 0-4 h (EI) e
de 7-11 h poés-desova (EII), Nauplios I e V (NI e NV), Protozoeas I e III (ZI e
ZIII), Misis I e IIT (MI e MIII) e Pos-larvas com idade de 2, 9 e 17 dias (PL2,
PL9 e PL17) e juvenis foram utilizados como calibradores para verificar a
expressdao de LvFrep em RT-qPCR (adaptado de QUISPE, 2016). B. Os
resultados estdo apresentados como média + desvio padrdo de triplicatas
biologicas. As diferencas estatisticas estdo indicadas por asterisco (¥) (P<0,05),
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obtidas por andlise de varidncia (ANOVA), seguida pelo Teste de Tukey. As
amostras de ovos fertilizados de 0-4 h (EI) e de 7-11 h pds-desova (EII) e
Nauplios I (NI) apresentaram valores de Cq fora do limite de quantificagdo,
portanto ndo foram considerados. O pontilhado vermelho indica a expressdo
basal de LvFrep nos hemocitos de camardes juvenis utilizados como grupo
calibrador.
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6. DISCUSSAO

A carcinicultura ¢ um dos segmentos da aquicultura que mais tem
crescido nos ultimos anos, sendo responsavel por milhdes de empregos
diretos e indiretos. Contudo, as doencas infecciosas sdo uma das maiores
limitagdes para o sucesso dessa atividade e podem resultar em perdas
econdmicas catastroficas.

Como parte das primeiras reagdes de defesa dos crustaceos esta o
reconhecimento  dos  patégenos por receptores/proteinas  de
reconhecimento padrdo (PRRs/PRPs) e moléculas de reconhecimento
sdo extremamente importantes nesse processo inicial de defesa. Entre
elas, destacam-se as proteinas relacionadas ao fibrinogénio ou FREPs
(Fibrinogen-related proteins) identificadas nos invertebrados e que, em
sua maioria, atuam como PRPs desempenhando papéis importantes na
aglutinacdo microbiana, lise e clearance bacteriano e na defesa
antiparasitaria (GORDY et al., 2015; WU et al., 2011).

No grupo dos invertebrados, moluscos e artropodes sdo modelos
animais utilizados em estudos sobre as FREPs, uma vez que estas
moléculas atuam na defesa contra infeccdes bacterianas e/ou
parasitarias. Contudo, no Filo dos Crustaceos ainda existem poucos
estudos moleculares e funcionais das FREPs, especialmente nos
crustaceos de interesse econdmico, como os peneideos.

No presente estudo um gene ortdlogo ao gene codificante para
uma FREP de Marsupenaeus japonicus (MjFREP1; GenBank:
IJN100568) foi identificado na espécie mais cultivada no mundo,
Litopenaeus vannamei (LvFrep). As analises moleculares revelaram na
regido C-terminal a presenca de um dominio relacionado com o
fibrinogénio (FReD) (COELHO et al., 2016), assim como ocorre nos
genes MjFREP1 e MjFREP2 de M. japonicus (CHAI et al., 2012; SUN
et al., 2014). Analises futuras para obter o sequenciamento completo de
LvFrep poderdo revelar se os outros dominios caracteristicos das FREPs
(IgSF e ICR) estdo presentes ou ndo neste gene.

Sabe-se, contudo, que a maioria das FREPs de artrépodes ndo
possuem o dominio das imunoglobulinas (IgSF) comumente encontrado
nos gastropodes (GORBUSHIN et al., 2010). As regides moleculares
correspondentes aos dominios IgSF, ICR e FBG/FReD sao passiveis de
alteragdes/mutacdes que conduzem a formagado de isoformas de FREPs.
Isso lhes confere um alto grau de seletividade na sua capacidade de
reconhecimento do patégeno, ampliando assim suas possibilidades de
defesa (MONE et al., 2010). No presente estudo, ndo foi possivel avaliar
a ocorréncia de isoformas de FREP em L. vannamei decorrentes de
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hipervariabilidade e andlises posteriores se fazem necessarias para
elucidar esta questéo.

O gene LvFrep foi encontrando sendo constitutivamente expresso
nos hemocitos de L. vannamei, tendo o nivel de seus transcritos
aumentado mediante um estimulo bacteriano, por Vibrio harveyi
ATC14126 (48 h apos o estimulo). Isso corrobora com o estudo descrito
no mexilhdo Mytilus galloprovincialis, no qual uma FREP foi expressa
nos hemocitos e sua expressdo génica foi regulada positivamente apos
estimulo bacteriano in vitro utilizando um PAMP de bactérias Gram-
negativas, LPS (ROMERO et al., 2011). Contudo, no camardo Penaeus
monodon, o gene PmMIP codificante para uma FREP inibidora de
melanizacdo, ndo foi expresso nos hemocitos, mas sim em varios outros
tecidos (ANGTHONG et al., 2010) em animais naive. No entanto,
quando os animais foram estimulados com a bactéria V. harveyi (morta
por calor) detectou-se a presenca da proteina PmMIP no plasma apos 3,
6, 12, 48 ¢ 72 h do desafio bacteriano (analise de Western blot)
(ANGTHONG et al., 2010).

Curiosamente, o gene LvFrep foi também detectado nas branquias
e no intestino médio de L. vannamei estimulados com V. harveyi, porém
com niveis de expressdo mais baixos. Ao contrario dos nossos achados,
o MjFREP1 do camardo M. japonicus apresentou niveis transcricionais
baixos nos hemocitos e altos niveis nas branquias, cora¢do e
hepatopancreas. Apo6s desafios dos animais com bactérias Vibrio
anguillarum e Staphylococcus aureus ou com o WSSV, o nivel
transcricional do MjFREP1 aumentou consideravelmente nas branquias
(CHAI et al., 2012).

De maneira interessante, a sequéncia de aminoacidos deduzida de
LvFrep apresentou 81% de identidade com MjFREP1 de M. japonicus,
sendo ainda semelhante a outras proteinas que contém o dominio FReD,
tais como as ficolinas (ZHANG et al., 2014), tachylectinas (JU et al.,
2009) e o inibidor de melanizagdo PmMIP (ANGTHONG et al., 2010).
Além disso, a sequéncia de LvFrep foi agrupada com outras sequéncias
que possuem o dominio FReD (FREPs e proteinas relacionadas a
ficolinas) em um clado bem definido de crusticeos (COELHO et al.,
2016).

Esse fato é curioso, pois a maior identidade do gene LvFrep
(expresso majoritariamente nos hemocitos) foi encontrado com
MjFREP1 de M. japonicus, que ¢ majoritariamente expresso nas
branquias e ndo nos hemdcitos. Deve-se considerar, que Chai e
colaboradores (2012) ndo utilizaram uma técnica (ex. hibridizagdo in
situ) para avaliar se a expressio MjFREP1 nas brinquias ndo era
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decorrente de infiltragdo hemocitaria ou realmente tecido especifica.

Sabe-se que o sistema circulatério dos crusticeos € aberto ou
semiaberto, o que permite que a hemolinfa irrigue toda a cavidade
corpdrea do animal e que os hemdcitos migrem aos locais da infecgdo
(infiltragdo). Considerando esse fato, a expressdo do gene LvFrep
encontrado nas brinquias e no intestino médio de L. vannamei
(estimulados com bactéria), pode ser decorrente de infiltragcdo
hemocitaria. O fendmeno de infiltragdo hemocitaria é bastante comum
nos crusticeos (MUNOZ et al., 2002).

Outra hipotese seria a ocorréncia de uma populagdo hemocitaria
residente nestes tecidos. Um desafio bacteriano poderia “alertar” os
hemocitos residentes nas branquias e intestino médio, aumentando a
expressio de genes envolvidos no reconhecimento e defesa
antimicrobiana, como é o caso das FREPs. Branquias e intestino
representam locais estratégicos para a entrada dos microrganismos no
hospedeiro. As branquias estdo em contato direto com a adgua que € rica
em microrganismos, e o intestino médio ¢ um tecido-alvo para infec¢des
via oral, uma vez que é desprovido de um revestimento espesso de
quitina que dificultaria a passagem dos microrganismos para a
hemocele.

Uma terceira hipotese ainda seria a presenca de FREPs em outros
tecidos do camardo, que ndo sejam os hemocitos. Sabe-se que as FREPs
de invertebrados compreendem uma grande e diversa familia génica
com ampla distribuicdo de expressdo tecidual (CHAI et al., 2012; SUN
et al., 2014; WANG; ZHAO, 2005; YANG, et al., 2014). Para
esclarecer todas estas questdes, estudos futuros utilizando hibridizagdo
in situ e analises citoquimicas/bioquimicas se fazem necessarios para
determinar a especificidade do sitio de expressdo e a origem dos
hemocitos presentes nas branquias e no intestino médio (hemolinfa ou
tecido-residentes).

A infecgdo experimental de L. vannamei com dois agentes
patogénicos, a bactéria marinha Gram-negativa, V. harveyi (infectante)
ou com o virus WSSV, revelou que a expressio de LvFrep nos
hemocitos foi induzida apdés 48 h, em resposta somente a infecgdo
bacteriana e ndo a infecgdo viral.

Em outros estudos com bactérias, como no caso do gene que
codifica para uma FREP no mexilhdo M. galloprovincialis (MuFREP),
altos niveis transcricionais foram observados nos hemocitos 24 h apds
desafio com a bactéria Gram-negativa V. anguillarum e com a bactéria
Gram-positiva Micrococcus lysodeikticus (ROMERO et al., 2011).
Também no camardo M. japonicus desafiados com V. anguillarum os
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maiores niveis transcricionais de MjFREP2 foram encontrados nos
hemocitos 24 h apos o desafio, com uma queda destes niveis nas 48 h
(SUN, et al., 2014). Esses achados em conjunto sugerem que a indugdo
por V. harveyi no presente estudo poderia ter sido aumentada se
analisada no tempo de 24 h, indicando que 48 h tenha sido
demasiadamente tarde para se registrar uma maior modulagdo na
expressdo do gene LvFrep.

Dentre os estudos sobre a participagdo na defesa antimicrobiana
das FREPs de moluscos, artropodes e crustaceos a grande maioria deles
avaliam desafios dos animais com bactérias, e poucos com os virus. No
caso dos camardes, apenas estdo disponiveis os relatos com o camardo
de agua doce Macrobrachium rosenbergii (ZHANG et al., 2014) e com
o peneideo M. japonicus (CHAI et al., 2012), dificultando assim uma
discussdo mais aprofundada para os achados em nosso estudo. Em M.
Japonicus, a expressdo do MjFREP1 obteve uma indugdo apenas no
inicio do desafio viral (2 horas), sendo observada uma queda nos niveis
transcricionais 24 h pos-desafio. Além disso, andlises in vitro
demonstraram que a proteina recombinante de MjFREP1 ¢é capaz de se
ligar a proteina do envelope do WSSV, a VP28 (CHAI et al., 2012).

No dulcicola Macrobrachium rosenbergii infectados com WSSV,
o nivel transcricional das FREPs (MrFicol e MrFico2) foi regulado
positivamente no hepatopancreas 12 h apds o desafio viral, observando-
se uma queda nos niveis de transcritos 24 h apds o desafio (ZHANG et
al., 2014). Com base nesses achados, pode-se sugerir que a falta de
indu¢do na expressdo de LvFrep pela infecdo com WSSV, possa ser
decorrente de uma resposta temporal frente a infecg¢des virais, indicando
que 48 h tenha sido demasiadamente tarde para se registrar uma
modulagdo significativa na expressdo do gene LvFrep.

Pela primeira vez foi detectada uma FREP hemocitiria no
camardo L. vannamei. Um resultado interessante é que nao registrou-se
nenhuma mudanga nos niveis de transcritos de LvFrep nos juvenis de L.
vannamei do experimento controle, que foram injetados com agua do
mar estéril. Este achado indica que a expressdao do gene LvFrep foi
especificamente modulada por padrdes moleculares bacterianos ¢ ndo
pela injuria causada no animal, sugerindo ainda que a proteina
codificada pelo LvFrep deva participar na defesa contra bactérias Gram-
negativas, como as vibrionaceas.

As FREPs dos invertebrados sdo importantes proteinas de
reconhecimento microbiano, atuando na defesa antimicrobiana a partir
da sua ligacdo com os lipopolissacarideos da superficie de bactérias
Gram-negativas, peptidoglicanos e acido lipoteicoico da parede de
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bactérias Gram-positivas e as B-glicanas da parede de fungos (CHAI et
al., 2012; SUN, et al., 2014; YANG et al., 2014). Em M. japonicus, por
exemplo, a proteina recombinante de MjFREP1 ¢é capaz de ligar-se
fortemente a peptidoglicanos e lipopolissacarideos, enquanto que a
proteina recombinante de MjFREP2 liga-se tanto a peptidoglicanos,
como a acidos lipoteicdicos e lipopolissacarideos (CHAI et al., 2012;
SUN, et al., 2014). Prover o repertério de respostas moleculares
associadas as infec¢Oes microbianas ¢ essencial para se desenvolver
estratégias que previnam a mortalidade nos cultivos de camardo.

Finalmente, a expressdo do gene LvFrep foi avaliada em doze
estagios do desenvolvimento de L. vamnamei, compreendendo ovos
fertilizados, estagios larvais (Nauplios, Protozoeas e Misis) e estagios
pos-larvais. Transcritos de LvFrep foram detectados em todos os
estagios do desenvolvimento do camarfio, mas sua expressdo s6 foi
quantificavel a partir do estagio de Nauplios V. Além disso, os maiores
niveis de transcritos foram encontrados nos hemdcitos de camardes
juvenis. Uma expressdao génica tdo precoce no desenvolvimento de L.
vannamei (desde ovos fertilizados) poderia sugerir a participagdo da
FREP na defesa antimicrobiana das larvas e pos-larvas deste peneideo,
em um momento em que o sistema imunoldgico estd em
desenvolvimento e, carecendo, portanto, de respostas protetoras mais
potentes contra os agentes patogénicos. Contudo, essa hipotese so
poderia ser comprovada mediante andlises bioquimicas que
demonstrassem a presenca do produto génico funcional (proteina), uma
vez que a transcrigdo génica ndo ¢ necessariamente acompanhada pela
imediata sintese da proteina correspondente (PERAZZOLO et al.,
1999).

A presenca de transcritos de FREPs em fases iniciais do
desenvolvimento ja foi demonstrada em outro peneideo e em
gastropodes. PmMIP de P.monodon foi detectado sendo expresso em
todas as fases do seu desenvolvimento larval, desde ovos fertilizados até
pos-larvas com idade de 9 dias (PL9) (ANGTHONG et al., 2010). No
gastropode B. glabrata, os genes BgFREPs foram expressos em
diferentes estagios do desenvolvimento do caracol (ZHANG et al.,
2008).

Nos peneideos, alguns estudos tem demonstrado que as proteinas
que contém o dominio FReD estdo implicadas em muitas respostas
imunologicas, tais como o reconhecimento microbiano e a aglutinagéo, a
regulacdo da melaniza¢do induzida por fenoloxidase e nas defesas
antivirais (WANG; WANG, 2013b). Sendo assim, estudos mais
aprofundados sdo necessarios para elucidar a fungdo da grande familia
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génica de FREPs e estabelecer a relacdo funcional entre eles. Isso
podera auxiliar na compreensdo do papel dessas moléculas na
imunidade dos crustaceos e se elas atuam no reconhecimento e na defesa
antimicrobiana, a exemplo das FREPs dos gastropodes e insetos.

Em conclusdo, no presente estudo foi identificado um novo gene
FREP em L. vannamei (LvFrep), cuja expressdo foi detectada muito
precocemente no desenvolvimento deste camarfo, ja em ovos
fertilizados, se estendendo a todas fases larvais e pos-larvais. Em
camardes juvenis, a expressdo de LvFrep foi constitutiva ¢ majoritaria
nos hemdcitos, podendo ser induzida 48 h apds uma infec¢do bacteriana
(V. harveyi), mas ndo frente a uma infec¢do viral (WSSV), sugerindo
uma participagdo antibacteriana para a FREP de L. vannamei. Estes
resultados representam o primeiro relato da expressdo de uma FREP ao
longo do desenvolvimento da espécie de peneideo mais cultivada no
mundo, L. vannamei, ¢ apontam para uma potencial funcdo das FREPs
na defesa antibacteriana dos crustaceos. Estudos de gendmica funcional,
utilizando a técnica de RNA de interferéncia poderdo, em futuro
proximo, esclarecer o papel das FREPs na imunidade dos crustaceos de
interesse econémico.

7. CONCLUSOES

- Foi identificado um gene que codifica para uma FREP no camarao L.
vannamei,

- Transcritos LvFrep sdo majoritarios e com expressdo constitutiva nos
hemocitos circulantes;

- A expressdo de LvFrep foi induzida em resposta a infecg¢@o por Vibrio
harveyi, mas ndo ao WSSV;

- A expressio de LvFrep foi detectada em todas as fases do
desenvolvimento de L. vannamei (ovos fertilizados — PLs).

8. PERSPECTIVAS

- Realizar hibridizagédo in situ para determinar a especificidade do sitio
de expressio;

- Sintetizar, em sistema recombinante, a proteina LvFrep e avaliar suas
atividades antimicrobianas in vitro;

- Realizar o silenciamento pos-transcricional de LvFrep em camardes e
avaliar suas fungdes biologicas in vivo.
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