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RESUMO

Doengas infecciosas s8o uma das maiores limitagfes para o
desenvolvimento sustentadvel da carcinicultura mundial. Os peptideos
antimicrobianos (AMPs) sdo moléculas essenciais do sistema imune
inato, os quais participam de modo efetivo no combate a agentes
infeciosos. As stylicinas (STY) sdo peptideos anidnicos, inicialmente
identificados no camardo Litopenaeus stylirostris (Ls-Stylicinl e Ls-
Stylicin2), e que apresentam atividade contra fungos filamentosos. Até o
presente momento, esses AMPs foram descritos apenas em duas
espécies de peneideos, assim, o objetivo do presente trabalho foi
identificar e caracterizar sequéncias codificantes para stylicinas na
espécie de camardo mais cultivada no mundo, Litopenaeus vannamei.
Foram utilizadas sequéncias conhecidas de stylicinas para a
identificagdo desse AMP em L. vannamei. As sequéncias nucleotidicas e
aminoacidicas obtidas foram analisadas utilizando-se ferramentas de
bioinformatica. A distribuicdo da expressdo génica das stylicinas foi
avaliada em oito diferentes tecidos/6rgdos de animais estimulados ou
ndo com bactérias Vibrio harveyi ATCC 14126 mortas por calor e o
perfil transcricional nos hemdcitos analisado ap6s 48 h de uma infec¢éo
viral (WSSV) ou bacteriana (V. harveyi) por PCR quantitativa em tempo
real. Em L. vannamei, foram identificados dois grupos de stylicinas:
Litvan STY1 e Litvan STY2, com homologia as stylicinas Ls-Stylicinl e
Ls-Stylicin2, respectivamente. No grupo Litvan STY1, foram
identificadas sequéncias com a regido codificadora completa (Litvan
STY1-1 com 315 pb e Litvan STY1-2 com 318 pb) enquanto que no
grupo Litvan STY2 foram identificadas apenas sequéncias parciais.
Assim como as demais stylicinas, as sequéncias de L. vannamei contém
um peptideo sinal (22 residuos de aminoacidos) seguido de um peptideo
maduro (8,8-9 kDa) anibnico contendo uma regido N-terminal rica em
residuos de prolina e uma regido C-terminal com 13 residuos
conservados de cisteina. Os transcritos de ambas stylicinas foram
detectados na maioria dos tecidos/orgdos estudados: hemdcitos,
branquias, estdbmago, intestino médio e posterior, além de corddo
nervoso para Litvan STY2. Em animais estimulados, foi observado um
aumento de transcritos no estdbmago, intestino médio e branquias para
Litvan STY1 e nos intestinos médio e posterior e corddo nervoso para
Litvan STY2. Apos a infeccdo bacteriana, apenas 0s niveis de expressdo
de Litvan STY2 foram induzidos nos hemdcitos de camardes. N&o
foram observadas diferencas nos niveis transcicionais das duas
stylicinas ap0s a infeccdo viral. Em concluséo, na espécie L. vannamei



as stylicinas formam um grupo diverso de AMPs, cuja expressdo é
diferencialmente modulada nos hemdcitos frente a infecgbes
bacterianas.

Palavras-chave: sistema imune de invertebrados, crustaceos, peptideos
antimicrobianos aniénicos (AAMPs), Virus da Sindrome de Macha
Branca (WSSV), Vibrio harveyi.



ABSTRACT

Infectious diseases are one of the major limitations for sustainable
development of shrimp farming worldwide. Antimicrobial peptides
(AMPs) are essential molecules of the innate immune system that
effectively participate in the combat of infectious agents. Stylicins
(STY) are anionic peptides, firstly identified in the shrimp Litopenaeus
stylirostris (Ls-stylicinl and Ls-stylicin2), that display antimicrobial
activity against filamentous fungi. Until now, these AMPs were only
described in two penaeid species, therefore, the objetive of this work
was to identify and characterize sequences coding for stylicins in the
most cultivated shrimp species, Litopenaeus vannamei. Previously
reported stylicin sequences were used for the identification of this AMP
in L. vannamei. The obtained nucleotide and amino acid sequences were
analyzed using bioinformatics tools. The gene expression distribution of
stylicins was evaluated in eight different tissues/organs of shrimps
stimulated or not with heat-killed Vibrio harveyi ATCC 14126 and the
transcriptional profile in hemocytes was analyzed 48 h after viral
(WSSV) or bacterial (V. harveyi) infections by real-time quantitative
PCR. In L. vannamei, two stylicins groups were identified: Litvan STY1
and Litvan STY2 that showed homologies with Ls-Stylicinl and Ls-
Stylicin2, respectively. For the Litvan STY1 group, two main complete
coding sequences were recognized (Litvan STY1-1 with 315 bp and
Litvan STY1-2 with 318 bp), while for the Litvan STY2 group only
partial sequences were identified. Like other stylicins, L. vannamei
stylicins contain a signal peptide (22 amino acid residues) followed by
an anionic mature peptide (8,8-9 kDa) containing an N-terminal region
rich in proline residues and a C-terminal region with 13 conserved
cysteine residues. Transcripts from both stylicins were detected in most
of the studied tissues/organs: hemocytes, gills, stomach, midgut and
hindgut, and nerve cord for Litvan STY2. In stimulated animals, an
increase of transcripts was observed in the stomach, midgut and gills for
Litvan STY1 and midgut, hindgut and nerve cord for Litvan STY2.
Upon the bacterial infection, only the gene expression levels of Litvan
STY2 showed to be induced in shrimp hemocytes. No differences were
observed in the transcript levels of both stylicins after the viral infection.
In conclusion, in L. vannamei, stylicins comprise a diverse group of
AMPs, whose expression is differentially modulated in hemocytes in
response to bacterial infections.



Keywords: invertebrate immune system, crustaceans, anionic
antimicrobial peptides (AAMPs), White Spot Syndrome Virus (WSSV),
Vibrio harveyi.
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1. INTRODUCAO

Milhares de espécies de camarfes habitam as dguas marinhas e
salobras pelo planeta. A maioria é rara, muito pequena, ou ndo adequada
para alimentacdo humana (HOLTHUIS, 1980). Todas as espécies
cultivadas e a maioria das espécies pescadas pertecem a familia
Penaeidae. As espécies de camardes peneideos mais cultivadas no
mundo sdo o camardo branco do Pacifico Litopenaeus vannamei e o
camardo-tigre Penaeus monodon (FAO, 2014). A espécie L. vannamei
(Figura 1) vem sendo a preferida em cultivos devido a tolerancia a
variagBes de salinidade e temperaturas, rusticidade no manejo, taxa
elevada de crescimento, tolerancia & alta densidade de estocagem, entre
outros (FAO, 2004). Sua produgdo representou 74,4% do valor total
mundial de peneideos no ano de 2013 (FAO, 2014). No Brasil, a espécie
L. vannamei foi introduzida nos cultivos da regido Nordeste na década
de 80, sendo posteriormente introduzida na regido Sul, em Santa
Catarina, no ano de 1998.

Figura 1. Exemplar adulto do camardo Litopenaeus vannamei.

I 4 I g I 6 ' 4 I 8 I" I Ml ":l:"'lm:[z""l 13 I 14 I"‘"Jl"q

Imagem retirada do arquivo do Laboratério de Imunologia Aplicada a
Aquicultura (UFSC/CCBJ/LIAA).

O cultivo de camardes é uma importante atividade econémica
relacionada a alimentacdo humana (FAO, 2014). Foi necesséria uma
intensificacdo da carcinicultura para suprir a procura de mercado,
exigindo maiores investimentos e cuidados. As limitacbes mais
frequentes em relagcdo a essa prética sdo ambientais (degradagdo do
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ambiente e &gua impropria), nutricionais e sanitarias (KAUTSKY et al.,
2000). Dessa forma, enfermidades virais e bacterianas epizodticas,
provindas do estresse submetido ao animal pelas condi¢bes dos
sistemas, vém causando um prejuizo enorme aos criadores (SOTO-
RODRIGUEZ et al., 2015).

Uma doenga viral fatal para camarfes é a Sindrome da Mancha
Branca, tendo seu agente etiolégico o virus envelopado baciliforme
WSSV (White Spot Syndrome Virus) (CHANG et al., 1999). Esse virus
infecta especialmente células de origem ectodermal e mesodermal,
incluindo hemdcitos (principais células imunocompetentes) e, dessa
forma, o sistema imunoldgico desses animais fica seriamente
comprometido. As taxas de mortalidade para camardes podem chegar a
100% entre 2 a 7 dias apds o aparecimento dos primeiros sinais da
doenca (WANG et al., 2002). Em 2005 no estado de Santa Catarina,
fatores ambientais adversos, envolvendo quedas da temperatura,
parecem ter contribuido para que essa virose se propagasse pelas
fazendas de cultivo. Os resultados foram tragicos, diminuindo em 96% a
producdo do estado, passando de 4.189 toneladas em 2004 para 220
toneladas em 2015 (EPAGRI, 2016). Até o momento, a atividade ainda
ndo se restabeleceu completamente no estado.

As bactérias de género Vibrio sdo microrganismos Gram-
negativos, em forma de haste (curvados ou ndo), que utilizam um
flagelo Unico e polar para locomo¢do (FARMER; HICKMAN-
BRENNER, 2006). Muitas espécies possuem relagdes mutualisticas com
animais, podendo fazer parte da microbiota, enquanto algumas séo
patégenas verdadeiras ou patdgenas oportunistas. Em camardes
peneideos, elas estdo presentes majoritariamente no trato digestivo,
branquias, cuticula e ocasionalmente na hemolinfa (WANG; WANG,
2015). A vibriose é uma enfermidade que se encontra distribuida em
instalacGes de cultivo e afeta a todas as espécies de camarfes usadas na
aquicultura. A doenca produz lesbes necréticas em tecidos de animais
infectados. Observam-se altas mortalidades em pds-larvas e camardes
juvenis, segundo revisdo(BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2014).
A espécie Vibrio harveyi é patdgena oportunista e se tornou uma enorme
limitacgdo nas producbes de camardo da América e da Asia
(RUNGRASSAMEE et al., 2013). Recentemente, uma doenca
relacionada ao género Vibrio vem causando perdas nos cultivos de
camardes do sudeste asiatico e no México, porém ainda sem registros no
Brasil, a doenca da necrose aguda do hepatopancreas (Acute
Hepatopancreatic Necrosis Disease ou AHPND) (NUNAN et al., 2014).
Essa doenga, causada por cepas especificas de Vibrio parahaemolyticus,
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acarreta uma severa atrofia do hepatopancreas, um 06rgdo muito
importante para os sistemas digestdrio e imune, causando mortalidades
de até 100% nos cultivos (ZORRIEHZAHRA,;
BANAEDERAKHSHAN, 2015).

Para combater os patdgenos, os camardes contam com seu
sistema imune do tipo inato, além das barreiras fisicas externas, como a
cuticula e a carapaca. A imunidade sistémica (que ocorre na hemolinfa)
conta com reacdes celulares e humorais. Os principais mecanismos de
defesa de camarbes sdo: melanizacdo mediada pelo sistema pro-
fenoloxidase (proPQO), aglutinacdo celular mediada por lectinas e
producdo de moléculas citotoxicas, como as espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio e os peptideos antimicrobianos. Para mais
informag0es, vide revisdo (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2014).

1.1. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

Peptideos antimicrobianos (Antimicrobial Peptides ou AMPSs) sdo
moléculas produzidas naturalmente por seres vivos e que apresentam
propriedades antimicrobianas. Essas moléculas sdo componentes
essenciais do sistema imune inato que sdo produzidos majoritariamente
em células sanguineas e epiteliais e que podem causar inibi¢cdo ou morte
de microrganismos de forma direta ou indireta (BROGDEN, 2005;
ROSA; BARRACCO, 2010). Suas atividades podem ser rapidas e
eficientes contra um amplo espectro de microrganismos, como bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, leveduras, fungos filamentosos e até
mesmo alguns protozoarios e virus envelopados (GUANI-GUERRA et
al., 2010). Os AMPs sdo moléculas sem relacdo filogenética, porém com
funcBes anéalogas, presentes em todos os reinos viventes, desde
procariontes a eucariontes pluricelulares (DESTOUMIEUX-GARZON
etal., 2016).

Os AMPs sdo classicamente descritos como (1) moléculas
relativamente pequenas (até 10 kDa ou com menos de 100 residuos de
aminoacidos); (2) anfipaticas, com uma regido hidrofilica e outra
hidrofobica e (3) catibnicas (Cationic Antimicrobial Peptides ou
CAMPs), significando que possuem uma carga positiva em pH
fisiolégico por apresentarem uma concentracdo relativa maior de
amino&cidos carregados positivamente (arginina, histidina e lisina).
Recentemente, outros grupos de moléculas antimicrobianas, mas que
ndo se adequam a descricdo padrdo de CAMPs, também foram incluidas
nesse grupo. Entre eles estdo o0s polipeptideos/proteinas grandes,
fragmentos  derivados de  proteinas  precursoras,  proteinas
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multifuncionais e AMPs aniénicos (Anionic Antimicrobial Peptides ou
AAMPs) (ROSA; BARRACCO, 2010; YOUNT et al., 2006).

Diferentes mecanismos de acdo foram sugeridos para explicar a
atividade antimicrobiana dos AMPs, principalmente para os CAMPs
(BROGDEN, 2005; SCHMITT; ROSA; DESTOUMIEUX-GARZON,
2015). Em geral, essas moléculas atuam em nivel de membrana do
microrganismo, onde as porc¢des catibnicas podem interagir de forma
eletrostatica com os fosfolipideos aniénicos presentes na face externa da
membrana, sendo que as suas porcdes hidrofdbicas podem entdo se
inserir na bicamada lipidica, causando um desequilibrio da membrana
do microrganismo. Assim, os CAMPs podem formar poros na
membrana ou atuar de forma detergente (GUANI-GUERRA et al.,
2010). Néo obstante, se sugere que alguns AMPs tenham mecanismos
adicionais de atuagdo intracelular, como inibicdo da sintese de DNA,
RNA, proteinas e parede celular, ativacdo de autoproteases, inibicio da
atividade enzimatica ou mesmo se ligando a componentes estruturais da
parede ou ao DNA (BROGDEN, 2005; SCHMITT; ROSA;
DESTOUMIEUX-GARZON, 2015) (Figura 2).

Figura 2. Esquema ilustrativo dos principais mecanismos de acdo de
peptideos antimicrobianos na superficie ou no interior de células
bacterianas.

Mecanismos formadores Inibigao da sintese da
de poros transmembrana parede celular

1 Inibigdo de atividade
enzimatica

Ativagao de
autoproteases

[ tieniospNe | Dk ke e
Adaptado de (BROGDEN, 2005).
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Os AAMPs, por sua vez, foram primeiramente descritos no inicio
da década de 80 (LAFORCE; BOOSE, 1981) e receberam menos
atencdo devido a promessa das atividades antimicrobianas dos CAMPs.
Atualmente, esses peptideos anibnicos estdo estabelecidos como parte
fundamental da imunidade inata de diversos sistemas eucarioticos
(HARRIS; DENNISON; PHOENIX, 2009). Apesar de ndo se
adequarem ao modelo basico de interacdo eletrostatica dos CAMPs,
atividades de AAMPs foram descritas contra varios microrganismos. Os
AAMPs podem ser constitutivamente expressos, induzidos ou clivados
de proteinas precursoras, algumas delas sem fungdo primaria
antimicrobiana (GOUMON et al., 1998; RIEG et al., 2004). Para
facilitar a interagdo com as membranas de microrganismos, essas
moléculas parecem interagir diretamente com receptores ou adotar
estruturas anfipaticas, variando de lineares em a-helice até ciclicos
arranjados por pontes de dissulfeto (HARRIS; DENNISON; PHOENIX,
2009). Alguns AAMPs se utilizam de modificagdes pos-transcricionais
para ligar ions metalicos em si, formando pontes salinas catidnicas e
interagindo com componentes carregados negativamente da membrana
dos microrganismos (HARRIS; DENNISON; PHOENIX, 2009). Apesar
do grande nimero de pesquisas sobre 0s AMPs de maneira geral, pouco
ainda se sabe sobre esses peptideos anidnicos, suas interacdes e seus
mecanismos de ac¢do antimicrobiana.

Os AMPs diversas vezes possuem outras funcbes além da
antimicrobiana, tendo participacdo em diversas incumbéncias bioldgicas
e sendo assim consideradas moléculas multifuncionais (SMITH;
DYRYNDA, 2015). Entre essas atividades conhecidas, algumas séo
muito importantes para 0 sistema imune, como participar de
mecanismos imunoregulatérios, produzir/liberar citocinas, controlar e
selecionar a microbiota do hospedeiro (DESTOUMIEUX-GARZON et
al., 2016; ROSA; BARRACCO, 2010). Sendo assim, os AMPs
integram, organizam e estruturam a imunidade inata do hospedeiro de
diversas formas.

Os primeiros AMPs foram isolados independentemente ha
aproximadamente 40 anos (defensinas, cecropinas e magaininas) e,
desde entdo, mais de 2.700 AMPs foram identificados e adicionados no
banco de dados de AMPs, o Antimicrobial Peptide Database ou APD
(http://aps.unmc.edu/AP, acessado em: 4 de junho de 2016). Muitas
dessas pesquisas sdo justificadas por cunho terapéutico ou econémico,
sendo que a maior parte dos AMPs caracterizados em invertebrados
provéem de espécies cultivadas e exploradas, como os camardes
peneideos.
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1.2. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS DE CAMAROES
PENEIDEOS

Somente em meados da década de 90, foram identificados os
primeiros peptideos com atividade antimicrobiana em crustaceos. O
primeiro AMP isolado e caracterizado em um crustaceo foi um peptideo
cationico de 6,5 kDa no caranguejo Carcinus maenas (SCHNAPP;
KEMP; SMITH, 1996). Esse peptideo, rico em residuos de prolina,
apresentou atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(SCHNAPP; KEMP; SMITH, 1996). Em crustaceos, 15 familias de
AMPs foram identificadas, sendo geralmente catidnicas, codificadas por
genes e majoritariamente produzidas em hemocitos (ROSA,
BARRACCO, 2010).

Em camardes, o primeiro AMP descrito foi a peneidina, isolada
da hemolinfa de L. vannamei (DESTOUMIEUX et al., 1997). Diferentes
AMPs foram identificados e caracterizados em camardes, alguns dentro
da descricdo classica, outros ndo, como as histonas, seus fragmentos e
peptideos derivados do carreador de oxigénio, a hemocianina
(DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2001; PATAT et al., 2004).

O grupo das histonas € um bom exemplo de proteinas
multifuncionais que apresentam atividade antimicrobiana. Histonas s&o
proteinas responsdveis pela manutengdo da organizagdo nuclear,
importantes para a regulacdo génica e no empacotamento do DNA no
nucleo. Essas proteinas, encontradas em todos os reinos viventes, sdo
altamente catibnicas, uma caracteristica importante para sua interacdo
com o DNA, uma molécula anidnica. Em camardes, a atividade
antimicrobiana das histonas foi primeiramente descrita em L. vannamei
(PATAT et al., 2004) (Quadro 1). A reacdo de defesa celular chamada
ETosis, na qual fagocitos liberam DNA associado a histonas que
enredam e matam microrganismos, € a que melhor descreve a atividade
das histonas como antimicrobianas (GUIMARAES-COSTA et al.,
2012). A reacdo de ETosis, descrita em protostdmios, como o0s
crustaceos, e também em deuterostdmios é desencadeada principamente
por infecgBes ou danos teciduais (BRINKMANN et al., 2004; NG et al.,
2013). Histonas e seus fragmentos derivados sdo ativos contra bactérias
Gram-positivas, Gram-negativas, fungos e virus, com modos de acdo
variados, como permeabilizagéo da parede celular ou mesmo ligacéo ao
material genético bacteriano (DNA ou RNA) (KAWASAKI,
IWAMURO, 2008).
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Quadro 1. Familias de peptideos antimicrobianos (AMPs)
caracterizadas em camarfes peneideos.
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A hemocianina é a proteina carreadora de oxigénio de muitos
artropodes e cefalopodes. Em crustaceos, essa molécula pode liberar
AMPs ricos em residuos de histidina (aminoécido bésico) em resposta a
desafios microbianos. Em camardes, esses fragmentos de hemocianina
sdo peptideos de 2,7 a 8,3 kDa anidnicos (Quadro 1) (PETIT et al.,
2016). Esses AMPs foram primeiramente isolados da hemolinfa do
camarao L. vannamei (PvHCt), os quais sdo gerados a partir da hidrolise
da porcdo C-terminal da hemocianina (DESTOUMIEUX-GARZON et
al., 2001). Os PvHCt sdo peptideos anibnicos e parecem ser ativos
somente contra fungos filamentosos, se ligando seletivamente na parede
celular fUngica e causando permeabilizacdo por adotar uma estrutura
anfipatica em a-hélice (PETIT et al., 2016).

Além desses, 4 familias de AMPs codificadas por genes também
foram caracterizadas em camardes peneideos: as peneidinas
(DESTOUMIEUX et al., 1997), os fatores anti-lipopolissacarideos
(ALFs) (GROSS et al., 2001; SUPUNGUL et al., 2002), as crustinas
(BARTLETT et al, 2002) e a mais nova familia das stylicinas
(ROLLAND et al., 2010).

As peneidinas (PEN) séo peptideos de 5 a 12 kDa encontrados
somente em camarfes da familia Penaeidae, exclusivamente catidnicos
(p1>9) e divididos em duas sub-familias (I e Il) (Quadro 1). Os
membros da sub-familia | se dividem em 4 sub-grupos (PEN1/2, PEN3,
PEN4 e PENS), os quais sdo codificados por genes distintos
(CUTHBERTSON et al., 2002) e contendo, por sua vez, uma
diversidade de isoformas gerada por polimorfismos genéticos
(TASSANAKAJON et al., 2011). Estruturalmente, os elementos da sub-
familia | conttm uma regido N-terminal linear rica em residuos de
prolina e arginina e uma regido C-terminal que contém uma hélice
anfipatica e duas voltas estabilizadas devido a trés pontes dissulfidicas
formadas por seis residuos de cisteina (YANG et al., 2003). A sub-
familia Il contém até o momento apenas um unico membro, a Mj-Penll,
identificada no camardo Marsupenaeus japonicus. Essa molécula, por
sua vez, contém em sua estrutura uma regido N-terminal adicional rica
em residuos de serina (AN et al., 2016). A expressdo das PEN & restrita
aos hemdcitos, presentes na circulacdo ou infiltrados nos diferentes
tecidos, onde sdo constitutivamente sintetizadas e armazenadas em seus
granulos até o momento de sua liberacdo (DESTOUMIEUX et al.,
2000). As PEN s&o moléculas com duas funcdes, atuando como AMPs e
citocinas autécrinas, auxiliando na promogéo da fagocitose ou atraindo
hemdcitos para locais de injaria (DESTOUMIEUX et al., 2000). As
PEN apresentam diversas e potentes atividades antimicrobianas,
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principalmente contra bactérias Gram-positivas e fungos filamentosos
(AN et al., 2016; CARRIEL-GOMES et al., 2007; DESTOUMIEUX et
al., 1999).

A familia dos ALFs é composta por peptideos/polipeptideos de 7-
11 kDa, catidnicos ou anibnicos, os quais foram inicialmente isolados e
caracterizados nos hemacitos granulares de limulideos. As primeiras
sequéncias de ALF em camarfes foram identificadas em Litopenaeus
setiferus e P. monodon (SUPUNGUL et al., 2002) pela da técnica de
EST (Expressed Sequence Tags). Estruturamente, os ALFs contém dois
residuos conservados de cisteina que participam na formacdo de um
grampo (5-hairpin) que concentra uma regido altamente anfipética do
peptideo, onde esta presente o dominio de ligacdo a lipopolissacarideos
(LPS) (HOESS et al., 1993). As estruturas tridimensionais do ALF-L do
limulideo Limulus polyphemus e do ALFPm3 de P. monodon consistem
em trés a-hélices comprimidas contra quatro folhas-p (HOESS et al.,
1993; YANG et al., 2009). Em camardes peneideos, os ALFs formam
uma familia diversa de AMPs dividida em cinco principais grupos:
ALF-A a ALF-E, codificados por genes distintos (Quadro 1) (JIANG et
al., 2015; ROSA et al., 2013). Assim como as PEN, a expressdo do
ALFPmM3 (um ALF-B de P. monodon) também esta restrita aos
hemdocitos (DESTOUMIEUX et al., 2000; SOMBOONWIWAT et al.,
2008). Os ALFs carregados positivamente (em especial os do Grupo B)
possuem um amplo espectro de atividade antimicrobiana contra
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, fungos filamentosos e virus
envelopados (CARRIEL-GOMES et al.,, 2007; TASSANAKAJON;
SOMBOONWIWAT; AMPARYUP, 2015). Os ALFs anibnicos do
grupo D, por sua vez, ndo possuem atividade antimicrobiana e sua
fungdo nas respostas de defesa de camardes ainda é desconhecida
(ROSA et al., 2013). Além do mais, por silenciamento génico pds-
transcricional (via RNA de interferéncia ou RNAI), foi mostrado que os
ALFs podem atuar ainda na manutencdo da microbiota presente na
hemolinfa (PONPRATEEP et al., 2012; WANG et al., 2014).

As crustinas sdo peptideos/polipeptideos de 5,57-22,88 kDa que
foram inicialmente isolados e caracterizados a partir dos hemdcitos
granulares do caranguejo C. maenas (RELF; CHISHOLM, 1999). Eles
sdo AMPs que contém uma regido C-terminal rica em residuos de
cisteina, onde se localiza o dominio WAP (Whey Acidic Protein)
(RELF; CHISHOLM, 1999). O termo “WAP” deriva do nome dado a
uma familia de proteinas inicialmente descritas do leite de mamiferos
gue possui geralmente um dominio de 50 amino4cidos, onde s&o
encontrados oito residuos conservados de cisteina que formam quatro
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pontes de dissulfeto (RANGANATHAN et al., 1999). Entre as fungdes
descritas para essas proteinas contendo dominio WAP estdo a regulacdo
e diferenciagdo tecidual, inibicdo de proteases e atividade
antimicrobiana (SMITH et al., 2008). A familia das crustinas esta
dividida em quatro tipos (Tipo | a IV) com organizacGes estruturais
distintas (Quadro 1). As crustinas do Tipo | apresentam, além do
dominio WAP na regido C-terminal, um dominio rico em residuos de
cisteina na regido N-terminal, enquanto que as crustinas do Tipo Il
apresentam, além dessa regido, um dominio N-terminal rico em residuos
de glicina (SMITH et al., 2008). As crustinas do Tipo Ill apresentam
somente o dominio WAP (Single WAP Domain proteins ou SWD) e as
do Tipo IV dois dominios WAP (Double WAP Domain proteins ou
DWD) (CHEN; HE; XU, 2008). As crustinas sdo principalmente ativas
contra bactérias Gram-positivas, mas podem ainda apresentar uma
atividade de inibigo de proteases, em virtude da presenca do dominio
WAP (TASSANAKAJON; SOMBOONWIWAT; AMPARYUP, 2015).
Experimentos de RNAi mostraram que crustinas do Tipo Il, que nos
testes in vitro ndo apresentam atividade contra bactérias Gram-
negativas, auxiliam na resisténcia de L. vannamei e M. japonicus a V.
penaeicida (bactéria Gram-negativa) in vivo (HIPOLITO et al., 2014;
SHOCKEY et al., 2009).

1.3. STYLICINAS

As stylicinas formam a mais nova familia de AMPs descrita em
camar@es peneideos (Quadro 1). Stylicinas sdo peptideos aninicos (do
grupo dos AAMPs) de 8,7 a 8,9 kDa encontrados exclusivamente em
camar@es peneideos (LIU et al., 2015; ROLLAND et al., 2010). Esses
peptideos foram inicialmente identificados no camardo Litopenaeus
stylirostris em um estudo transcriptdmico que avaliou a capacidade
desses animais de sobreviver a infec¢fes bacterianas (DE LORGERIL et
al., 2005). Estando abundantemente expresso em hemacitos de camardes
capazes de sobreviver a infeccdo, esse peptideo parece estar envolvido
com a resposta imune frente a bactérias patogénicas do género Vibrio
(DE LORGERIL et al., 2005). Atualmente, trés membros dessa familia
foram caracterizados, dois em L. stylirostris (Ls-Stylicinl e Ls-
Stylicin2), primeiro relado e de onde o nome desses AMPs surgiu, € um
em M. japonicus (Mj-sty) (LIU et al., 2015; ROLLAND et al., 2010).
Em suas estruturas primarias, ha uma regido N-terminal contendo
residuos de prolina e uma regido C-terminal contendo 13 residuos
conservados de cisteina (Figura 3). As stylicinas de L. stylirostris (Ls-
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Stylicinl) e M. japonicus (Mj-sty) possuem uma organizacdo génica
semelhante: dois éxons separados por um intron (LIU et al., 2015;
ROLLAND et al., 2010). A Ls-Stylicinl é expressa nos hemacitos e é
ativa contra os fungos filamentosos (Fusarium oxysporum),
apresentando baixa atividade contra bactérias Gram-negativas
(ROLLAND et al., 2010). Além do mais, essa molécula apresenta uma
potente atividade de ligacdo ao LPS, podendo aglutinar V. penaeicida
(bactéria Gram-negativa) in vitro (ROLLAND et al., 2010).

O Unico relato de stylicinas em L. vannamei foi em um estudo
que avaliou o perfil de expressdo de genes associados ao sistema imune
em camardes apds infeccbes letais com o WSSV ou com o fungo
Fusarium solani (GONCALVES et al., 2014). Nesse trabalho, 0s niveis
de transcritos de duas diferentes stylicinas mostraram-se drasticamente
reduzidos em animais em morte eminente (GONCALVES et al., 2014).
Apesar desse primeiro relato em nivel de regulacdo transcricional, nada
se sabe a respeito da estrutura, diversidade e funcdo desses AMPs nas
respostas de defesa do camardo L. vannamei.

Figura 3. Esquema ilustrativo da estrutura primaria das stylicinas.

N-{ Peptideo sinal H Bominiy fico P Dominio rico em cisteina _'C
em prolina L

/

A sequéncia aminoacidica das stylicinas é composta por um peptideo
sinal (caixa cinza) seguido por um peptideo maduro contendo uma
regido N-terminal rica em residuos de prolina (caixa rosa) e uma regiao
C-terminal contendo 13 residuos conservados de cisteina (caixa azul).

A aquicultura tem feito uso de antibi6ticos para prevenir e
controlar infecgcBes. Essa pratica, contudo, € contra-indicada por
contaminar o ambiente, afetar as producBes produzindo camardes
improprios ao consumo humano e por desenvolver resisténcia nos
microrganismos. Buscando-se entdo novos agentes farmacoldgicos para
essa problematica, antibi6ticos alternativos e naturais como 0os AMPs,
por serem produzidos por espécies cultivadas e ecologicamente indcuos,
poderiam contribuir para o sucesso dos cultivos (BARRACCO;
PERAZZOLO; ROSA, 2014). Além do mais, o entendimento sobre a
dindmica e a atividade dos AMPs pode auxiliar nos modelos de cultivo
para a selegdo de animais resistentes ou no controle de enfermidades.

Das quatro familias de AMPs codificadas por genes em
camar@es, as stylicinas sdo os Unicos AMPs que ainda ndo foram
descritos em L. vannamei, a espécie mais cultivada do mundo. Assim,
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faz-se necessaria a caracterizacdo dessa familia de AMPs, tanto em nivel
molecular quanto transcricional.
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2. HIPOTESE

O gene codificante para o peptideo antimicrobiano stylicina é
expresso nos hemdcitos do camardo Litopenaeus vannamei e €
modulado frente a infeccdes virais e bacterianas.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Realizar a identificacdo e a caracterizacdo molecular e
transcricional do peptideo antimicrobiano stylicina no camardo
Litopenaeus vannamei.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar sequéncias codificantes para stylicinas no camarao L.
vannamei;

- Analisar as sequéncias obtidas e compara-las com sequéncias
codificantes para stylicinas em espécies correlatas;

- Verificar a distribuicdo da expressdo génica de stylicinas em
diferentes tecidos/érgaos de camardes ap6s um estimulo microbiano;

- Caracterizar o perfil transcricional de stylicinas nos hemdcitos
de camar@es experimentalmente infectados com o virus da Sindrome da
Mancha Branca (WSSV) ou com a bactéria Gram-negativa Vibrio
harveyi.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS

Camardes juvenis da espécie Litopenaeus vannamei (10 = 1 g),
de ambos os sexos, foram cedidos pelo Laboratério de Camardes
Marinhos do Departamento de Aquicultura (UFSC/CCA/LCM) e
mantidos no Setor de Aquarios do Laboratério de Imunologia Aplicada
a Aquicultura (UFSC/CCBJ/LIAA). Os animais foram aclimatados por
sete dias em tanques contendo aproximadamente 100 L de &gua salgada
(com aeragdo constante e renovacdo diaria da agua de 50%) e
alimentados uma vez ao dia com ragdo comercial (Guabi; POTIMAR 35
EXT) a uma biomassa de 2% do peso corporal. A temperatura do ar foi
mantida a 26°C, sendo que a temperatura da agua permaneceu a 23°C
durante os experimentos.

4.2. ESTIMULO MICROBIANO E COLETA DOS TECIDOS

Para o estimulo microbiano, foi utilizada a bactéria marinha
Gram-negativa Vibrio harveyi ATCC 14126. A cultura de V. harveyi foi
realizada em meio LB-NaCl (1% peptona, 0,5% extrato de levedura, 3%
NaCl, pH 7,2) a 20 + 2°C por um periodo de 12-16 h sob agitacéo (150
rpm). Em seguida, a cultura bacteriana foi centrifugada (1.000 xg por 10
min) e suspendida em agua do mar filtrada (0,45 um). A concentracédo
bacteriana foi ajustada espectrofotomicamente (Biowave Il WPA®) para
a densidade optica DOgo nm = 0,52, correspondente a 5x10% unidades
formadoras de coldnias (Colony-Forming Units ou CFU) por mL. As
bactérias foram entdo inativadas por calor a 70°C por 20 min e
plaqueadas em meio LB-NaCl &gar (LB-NaCl acrescido de 1,5% de
agar) para confirmacdo da eficiéncia do tratamento. Os animais (n=10)
foram aclimatados durante 7 dias. Em seguida, foram injetados
intramuscularmente, entre o primeiro e o segundo segmentos da regido
dorsal dos camardes (n=5), 100 pL da solucdo contendo as bactérias
mortas (5x10° CFU por animal). Como controle, foram utilizados
animais nao manipulados (grupo naive; n=5) (Figura 4).

Apobs 48 h da injecdo, a hemolinfa dos cinco animais de cada
grupo foi coletada e agrupada em uma Unica amostra por condicao.
Extraiu-se a hemolinfa pela regido ventral do abdome, entre o Gltimo
esternito cefalotoracico e o primeiro abdominal, por insercdo de uma
agulha (13x0,4 mm) acoplada a uma seringa estéril de 1 mL. A
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hemolinfa foi coletada na presenca de solugdo anticoagulante (Solugéo
de Alsever Modificada ou MAS: 336 mM NaCl, 115 mM glicose, 27
mM citrato de sodio, 9 mM EDTA, pH 7,2) (proporcéo 1:2, sendo 1
parte de hemolinfa para 2 de MAS), centrifugada (1.500 xg por 10 min a
4°C) e o precipitado celular suspendido em 1 mL do reagente TRIzol®
(Thermo Scientific®). Apés a extracdo 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/6rgaos:
estdbmago, hepatopéncreas, intestino médio, intestino posterior, musculo,
branquias e corddo nervoso. Apds a coleta, os tecidos foram lavados em
solucdo 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 homegeneizador VWR®
Disposable Pellet Mixers and Cordless Motor. Apos centrifugagio
(12.000 xg por 10 min a 4°C), os sobrenadantes foram coletados e
conservados a -20°C para a posterior extracdo de RNA total (item 4.4.).

Figura 4. Esquema ilustrativo do estimulo microbiano.

Aclimatagdo Estimulados Coleta dos tecidos
(n=10) (5x107 CFU/animal)

3

N&o manipulados (naive)

| -7 dias | 48h

-7 dias: periodo de aclimatacdo dos animais. 0 h: estimulo microbiano. 48 h:
coleta dos tecidos/6rgdos e processamento das amostras. Circulo vermelho:
grupo estimulado com Vibrio harveyi ATCC 14126 (bactérias inativadas por
calor); Circulo preto: animais ndo manipulados (grupo naive).
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4.3. INFECGOES EXPERIMENTAIS VIRAIS E BACTERIANAS

Para os ensaios de infeccdo viral, foi utilizado o virus causador da
Sindrome da Macha Branca (WSSV). Para o preparo do in6culo viral,
10 g de tecido muscular (abdome) de camardes diagnosticados positivos
para 0 WSSV, foram homogeneizados em tampdo Tris-NaCl estéril e
gelado (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 inéculo livre de WSSV,
utilizando tecido muscular de animais diagnosticados como negativos
para o virus. Ap6s um periodo de aclimatacdo de 7 dias, 0s animais
foram injetados intramuscularmente (n=15), entre o primeiro e 0
segundo segmentos abdominais da regido dorsal, com 100 pL do
inéculo viral (3x10% copias gendmicas por animal). Essa dose viral foi
anteriormente padronizada em nosso laboratdrio, a qual é capaz de
matar 50% dos animais (DLsg) num periodo de 5-7 dias. Apds a injecao,
os camardes foram dispostos em tanques contendo 16 L de 4gua salgada
(5 animais por tanque) com renovacao diaria de 50%. Apo6s 48 h da
infeccdo, foi realizada a coleta da hemolinfa (3 pools de 5 animais),
segundo descrito no item 4.2. Os hemdcitos obtidos por centrifugacdo
(1.500 xg por 10 min a 4°C) foram suspendidos em 1 mL do reagente
TRIzol® (Thermo Scientific®) para a posterior extracdo de RNA total
(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) (Figura 5).

Para 0s ensaios de infec¢do bacteriana, foi utilizada a bactéria V.
harveyi ATCC 14126. Os camardes foram aclimatados por 7 dias e, logo
apos, injetados intramuscularmente (n=30), entre o primeiro e o0 segundo
segmentos abdominais da regido dorsal, com 100 pL do inéculo
bacteriano vivo (6x10° CFU por animal) em &gua do mar filtrada. Essa
dose bacteriana foi anteriormente padronizada no nosso laboratério, a
qual é capaz de matar 50% dos animais (DLsg) num periodo de 48 horas.
Apos a infeccdo, os camardes foram dispostos em tanques contendo 16
L de 4gua salgada (5 animais por tanque) com renovacao diéria de 50%.
Os camardes ficaram sem alimentacdo nas 48 h seguintes, quando foi
realizada a coleta da hemolinfa (3 pools de 5 animais), segundo descrito
no item 4.2. Os hemdcitos obtidos por centrifugacdo (1.500 xg por 10
min a 4°C) foram suspendidos em 1 mL do reagente TRIzol® (Thermo
Scientific®) para a posterior extracdo de RNA total (item 4.4.). Animais
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ndo manipulados (grupo naive; n=15) e injetados com 100 L de agua
do mar estéril (n=15) foram utilizados como controle (Figura 5).

Figura 5. Esquema ilustrativo das infeccGes experimentais virais e
bacterianas.

Vibrio harveyi WSSV Coleta da hemolinfa
Aclimatagao (6x107 CFU/animal) (3%10? cépias gendmicas/animal) (3 pools de 5 animais/condigéo)

S 00 Y
CICICHR

N&o manipulados (naive) Agua do mar filtrada Indculo livre de WSSV

i
: i
| -7 dias | 48h

-7 dias: inicio do periodo de aclimatacdo dos animais. 0 h: infeccéo
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 é&gua do mar filtrada);
Circulo preto: animais ndo manipulados (grupo naive). Para cada grupo
experimental, foram feitos 3 pools de 5 animais.

4.4. EXTRAGAO DE RNA TOTAL E SINTESE DE cDNA

Para a obtencdo do RNA total, as amostras conservadas em
TRIzol® (Thermo Scientific®) foram submetidas & extracdo com
cloroférmio. Apo6s centrifugacdo (12.000 xg por 15 min a 4°C), 0 RNA
total obtido foi precipitado com isopropanol e lavado 2 vezes com etanol
75% gelado. O precipitado de RNA foi suspendido em &gua livre de
DNA/RNA/DNases/RNases e tratado com 1 U da enzima DNase |
(Thermo Scientific®) por 15 min a 37°C para a eliminacdo de DNA
gendmico (gDNA) contaminante. A enzima DNase | foi entéo 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, 0 RNA foi lavado
com etanol 75% gelado e suspendido em agua livre de
DNA/RNA/DNases/RNases a 70°C.

Para a avaliacdo da distribuicdo génica, o0 RNA total foi extraido
individualmente das 5 amostras dos 8 tecidos/6rgdos coletados das 2
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condigdes experimentais (animais estimulado e ndo manipulados). A
concentracdo das amostras foi determinada pela leitura de absorbancia
em 260 nm (Azorm = 1, eqruivalente a 40 pg RNA/mL) no
espectrofotdmetro NanoVue Plus™. A razéo 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 (Azeopso: 1,8>2,1) e
integridade (sem sinais visiveis de degradacdo em gel de agarose), as 3
melhores amostras de cada tecido/6rgdo (de cada condicdo) foram
agrupadas em um Unico pool, utilizando a mesma quantidade de RNA
total extraido (5 pg de cada amostra). Em seguida, as amostras dos pools
de RNA foram re-quantificadas espectrofotometricamente e a
integridade avaliada em gel de agarose 0,8%. As amostras de RNA total
dos hemdcitos das infecches experimentais virais e bacterianas
(coletadas em pools de 5 animais por condigdo) foram diretamente
processadas e a concentracdo, pureza e integridade avaliadas conforme
anteriormente descrito.

Para a sintese de cDNA, 1 pug 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) .15 (Sinapse Inc®), num 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.

4.5. ANALISES IN SILICO

As sequéncias nucleotidicas codificantes para as stylicinas dos
camarfes L. stylirostris (Ls-Stylicinl: EU177435; Ls-Stylicin2:
EU177437) e M. japonicus (Mj-sty: KR063277) foram utilizadas como
sequéncias de entrada (query) para a busca de sequéncias homdlogas em
bancos de dados de EST (Expressed Sequence Tags) ndo anotados de L.
vannamei. As buscas foram realizadas utilizando-se a ferramenta
tBLASTX (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) do NCBI (National
Center for Biotechnology Information). O programa Expasy Translate
Tool (http://web.expasy.org/translate/) foi utilizado para a obtencdo das
sequéncias aminoacidicas deduzidas e o programa Expasy ProtParam
Tool (http://web.expasy.org/protparam/) para a determinacdo de
parametros biogquimicos como massa molecular e ponto isoelétrico
tedrico (pD). @] software SignalP 4.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) foi utilizado para predizer a
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existéncia de peptideo sinal, enquanto que o software SMART
(http://smart.embl-heidelberg.de/) foi utilizado para a busca de dominios
proteicos conservados. Os alinhamentos das sequéncias foram gerados a
partir do programa Clustal Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Por fim, os cladogramas
foram construidos com auxilio do programa MEGA 6.0 (TAMURA et
al.,, 2013) utilizando o método Neighbor Joining (utilizando os
pardmetros padrdo do programa), com 1.000 replicatas.

4.6. DISTRIBUICAO DA EXPRESSAO GENICA

As analises semi-quantitativas de expressdo génica foram
realizadas por transcricdo reversa seguida de PCR convencional (RT-
PCR). As reagdes de RT-PCR foram realizadas em um volume final de
15 pL contendo 2 mM de MgCl,, 0,4 mM de dNTP Mix, 0,4 uM dos
iniciadores senso e antissenso, 1 U da enzima Taq DNA polymerase
(Sinapse Inc®) e 1 pL de cDNA (diluido 10 vezes). As reacdes foram
realizadas nas seguintes condicfes: desnaturacdo a 95°C por 5 min,
seguida de 30 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 30 s, hibridizacdo a
57°C por 30 s, extensdo a 72°C por 30 s e extensdo final a 72°C por 10
min. As sequéncias dos iniciadores estdo apresentadas no Quadro 2. Os
produtos de amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel de
agarose (1,5%) corados com brometo de etideo (Amresco®). Os
tamanhos moleculares foram comparados com o padrdo molecular de
100 pb (Sinapse Inc®). Como controle de expresséo e de qualidade das
amostras, foi avaliada a expressdo do gene B-actina (Quadro 2) nas
seguintes condicBes: desnaturagdo a 95°C por 10 min, seguida de 40
ciclos de desnaturacdo a 95°C por 45 s, hibridizacdo a 50°C por 45 s,
extensdo a 72°C por 1 min e extensdo final a 72°C por 5 min. Os géis
foram visualizados em um fotodocumentador utilizando fluorescéncia
UV e digitalizados no programa DigiDoc-ItLS.

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

As reacOes de transcri¢do reversa seguida PCR quantitativa em
tempo real (RT-gPCR) foram realizadas utilizando o sistema
StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems®). As
reacOes foram executadas em um volume final de 15 pL (em duplicatas)
na presenca de 1 pL de cDNA (diluido 10 vezes), 0,2 uM de cada
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Quadro 2. Sequéncias dos iniciadores utilizados nas analises de
expressao génica.

Gene GenBank Sequéncias dos iniciadores (5' - 3) Proqu-lo d? Eficiéncia (%)
amplificacdo

e N Sensfo TAATCCACATCTGCTGGAAGGTGG 846 pb o
Antissenso TCACCAACTGGGATGACATGG

LVEFla GU136229 Sensjo TGGCTGTGAACAAGATGGACA 103 pb 97,2
Antissenso TTGTAGCCCACCTTCTTGACG

LvRpL40 Kigalses o0 GAGAATGTGAAGGCCAAGATC 104 pb 953
Antissenso TCAGAGAGAGTGCGACCATC

LvRpS6 FE080516 Sens_o AGCAGATACCCTTGGTGAAG 193 pb 988
Antissenso GATGCAACCACGGACTGAC

LvRpS3A BF023924 Sens.o GGCTTGCTATGGTGTGCTCC 101 pb 974
Antissenso TCATGCTCTTGGCTCGCTG

Livan STYL  BE18sag7 1% CACAAGAGTGCCCACCGTG 125 pb 98,9
Antissenso ACATTCGCAGTTATGGTAGCC

Litvan STY2  CK591498 0 CAGANGACTELECATCETE 139 pb 97,1
Antissenso CACACAGGCTGCCGACATAA

LvEF1la: Fator de elongagdo la; LVRpL40, LvRpS6 e LVRpS3A: proteinas
ribossomais L40, S6 e S3A, respectivamente; Litvan STY1: stylicina 1; Litvan
STY 2: stylicina 2. "CADORET et al., 1999. “O gene B-actina foi utilizado
somente nas andlises semi-quantitativas de expressdo génica (sem valores de
eficiéncia).

iniciador e 7,5 pL Maxima® SYBR Green/ROX ¢PCR Master Mix 2x
(Thermo Scientific®). As sequéncias dos iniciadores estio apresentadas
no Quadro 2. Para a amplificacdo, foram utilizadas as seguintes
condicdes: desnaturagdo 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.
A especificidade das reacbes foi confirmada pela andlise de curvas de
dissociacdo (60-95°C; 0,3°C/s), realizada ap6s as etapas de
amplificacdo. Para a determinacdo da eficiéncia dos iniciadores, foi
avaliada a amplificagdo das sequéncias de interesse utilizando-se
diluicBes seriadas (curva padrdo: 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128) de um
pool de todos os cDNAs das amostras de hemacitos das infeccdes virais
e bacterianas. Os valores de Cq (ciclo de quantificacdo) de cada dilui¢do
foram utilizados para a construcdo de uma curva linear, cujo valor de
slope (coeficiente angular da reta) foi utilizado para o calculo da
eficiéncia (E) dos pares de iniciadores segundo a formula: E = 100spe).1,

O programa RefFinder (http://fulxie.Ofees.us/) foi utilizado para a
escolha da melhor condigdo referéncia entre quatro genes candidatos:
LVEFla (GenBank: GU136229), LVRpL40 (GenBank: KJ831563),
LVvRpS6 (GenBank: FE080516) e LVRpS3A (GenBank: BF023924).
Nesse programa, a escolha esta baseada no calculo do coeficiente de
estabilidade dos genes candidatos utilizando algoritimos de quatro
outros programas (geNorm, Normfinder, BestKeeper e Comparative
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ACT), que leva em consideracdo a variagdo dos valores de Cq entre as
diferentes amostras. Assim, quanto menor o valor do coeficiente, menor
a variacdo de expressdo do gene de referéncia entre as condigfes
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).

Os valores de expressdo 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 24 (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001), utilizando o grupo naive (animais ndo
manipulados) como condicéao 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 comparacdo de médias de Tukey (Statistica 7.0). Para a construcéo
dos graficos de expresséao, foi utilizado o programa GraphPad Prism 3
(GraphPad Software, Inc.). As diferencgas entre 0s grupos experimentais
foram consideradas significativas quando as variacbes de expressao
génica mostraram-se superiores a 1,5 vezes e 0 P<0,05. As andlises e a
nomenclatura utilizadas neste trabalho foram baseadas nas
recomendacBes 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 E CARACTERIZACAO DE SEQUENCIAS
CODIFICANTES PARA STYLICINAS NO CAMARAO L. vannamei

A identificacdo de sequéncias codificantes para stylicinas no
camardo L. vannamei foi realizada por meio de buscas em bancos de
dados publicos (tBLASTx do NCBI) utilizando-se como query
sequéncias anotadas de stylicinas em outras espécies de camardes
peneideos: L. stylirostris (Ls-Stylicinl e Ls-Stylicin2) e M. japonicus
(Mj-sty). Nessa busca, 14 sequéncias de EST ndo anotadas de L.
vannamei com homologia a stylicinas foram identificadas, pertencentes
a bibliotecas de bancos transcriptdmicos de: (1) hemdcitos (GenBank:
CK591498; CVv468241; CK591516; CK591492; BE188619; BE188495;
BE188497; FE124653; FE125173), (2) branquias (Genbank:
FEOQ79794; FE079795), (3) 6rgdo linfoide (Genbank: FE156584;
FE156583) e (4) corddo nervoso (Genbank: FE179060).

Dentre as EST identificadas, sete delas (GenBank: BE188495;
FE156584; BE188497; FEQ79794; FE079795; CK591498; BE188619)
ndo foram consideradas nas andlises subsequentes por mostrarem
problemas evidentes de sequenciamento (alto conteddo “n” na
sequéncia). Das sete sequéncias restantes, quatro apresentaram a regiao
codificadora (CDS ou Coding Sequence) completa e trés apenas a regiao
3’ da CDS. De maneira interessante, as duas sequéncias completas
identificadas nos bancos transcriptdmicos de hemécitos (GenBank:
FE124653; FE125173) apresentaram uma CDS contendo 315 pb,
enquanto que as sequéncias identificadas nos bancos transcriptdmicos
de corddo nervoso (Genbank: FE179060) e 6rgdo linfoide (Genbank:
FE156583) apresentaram uma CDS contendo 318 pb. Todas as
sequéncias incompletas foram identificadas em bancos transcriptémicos
de hemdcitos (GenBank: CV468241; CK591516; CK591492) e
apresentaram uma CDS de 198 pb (Figura 6).

As sequéncias nucleotidicas da CDS das stylicinas identificadas
foram alinhadas com as respectivas sequéncias das stylicinas de L.
stylirostris e M. japonicus (Figura 7A). O cladograma resultante da
andlise do alinhamento nucleotidico somente das regides comuns a todas
essas sequéncias sugere a existéncia de pelo menos dois diferentes
grupos de stylicinas em L. vannamei, assim como descrito para o
camardo L. stylirostris (Figura 7B). Todas as quatro sequéncias com a
CDS completa formaram um mesmo clado com a sequéncia Ls-Stylicinl
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Figura 6. Estruturas das regides codificadores de stylicinas das

sequéncias analisadas.

Start Stop

CDS 318 pb

5 3
CDS 198 pb UTR
Em vermelho: Quantidade de sequéncias que apresentaram o modelo seguinte.

UTR: Regido ndo traduzida; CDS: Regido codificadora; Start: Cddon de
iniciacdo; Stop: Codon de terminacao.

enquanto que as trés sequéncias incompletas agruparam-se com Ls-
Stylicin2. A sequéncia Mj-sty do camardo M. japonicus formou um
grupo distinto das stylicinas de L. vannamei e L. stylirostris (Figura
6B).

Figura 7. Alinhamento nucleotidico da regido codificante das stylicinas
de camarfes peneideos e cladograma das regiGes comuns a todas as
sequéncias.

A

L. vannamel [FE124653] ATGAAGACCTACAGTCAGGTCTCTGTTTTTGC
L. vannamel [FE125173] ATGAAGACCTACAGTCAGGTCTCTGTTTTTGC
L. vannamel [FE156583] ATGAAGACCTACAGTCAGGTCTCTGTTTTCGT
L. vannamei [FE179060] ATGAAGACCTACAGTCAGGTCTCTGTTTTTGT
Ls-Stylicinl [EU177435] ATGAAGACCTACAGTCGGGTCTCCGTCTTTGT
L. vannamei [CV468241] ————————————————————————————————
L. vannamei [CK591516] —————————————m———
L. vannamei [CK591492] —-————----———————————————————————
Ls-Stylicin2[EU177437] ATGAAGACCTACAGTCGGGTCTCCGTCTTTGT
Mj-sty [KR063277] ATGAAGACCTTCAGCCAGGCCTTTATTTTCGT
L. vannameili [FE124653] CTTATTGGTTGCGATCGCGCACACGTCACAAG
L. vannamei [FE125173] CTTATTGGTTGCGATCGCGCACACGTCACAAG
L. vannamei [FE156583] CTTATTGGTTGCGATCGCGCACACGTCACAAG
L. vannamei [FE179060] CTTATTGGTTGCGATCGCGCACACGTCACAAG
Ls-Stylicinl [EU177435] CTTATTGGTTGCGGTCTTGCACACGTCACAAG
L. vannamei [CV468241] ——————————————— e —————
L. vannamei [CK591516] ———————=————————————————————————
L. vannamei [CK591492] —-———-—————————m——m o ———
Ls-Stylicin2[EU177437] CTTACTGGTTGCGATCGTGCACACGTCACAAG
Mj-sty [KR063277] CCAGTTGGTGGCGATCCTGCACACTTCCCAAG
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Figura 7. Alinhamento nucleotidico da regido codificante das stylicinas
de camarfes peneideos e cladograma das regides comuns a todas as

sequéncias (continuacao).

Ls-Stylicin2 [EU177437

GATCTTCCTTTGCACCACCCAG---TCGACTT

L. vannamel [FE124653] GATCTTCCTTTTCACCACCTAG---AGGACCT
L. vannameili [FE125173] GATCTTCCTTTTCACCACCTAG---AGGACCT
L. vannamel [FE156583] GATCTTCCTTTTCACCACCTAG---AGGACCT
L. vannamei [FE179060] GATCTTCCTTTTCACCACCTAG---AGGACCT
Ls-Stylicinl [EU177435] GATCTTCCTTTTCACCTCCCAG-—--AGGACCT
L. vannamel [CV468241] -—-—-——--"-"""""""""“"-"—"—"————————————
L. vannamei [CK591516] -—————=—=————"—————————————————————
L. vannamei [CK591492] --—-——-——-"-"-"""""""“"“"“"“"“"--"-"---"———-————

[ 1

[ 1

Mj-sty KR063277 GCTCTTCCTTTTCACCTGCCGCCCCTCTCCCG
L. vannamel [FE124653] CCGGGCTGGAAACTTCCATGCGTA@CACAAGA
L. vannameili [FE125173] CCGGGCTGGAAACTTCCATGCGTAMCACAAGA
L. vannamel [FE156583] CCGGGCTGGAAACTTCCATGCGTA@CACAAGA
L. vannamei [FE179060] CCGGGCTGGAAACTTCCATGCGTAMCACAAGA
Ls-Stylicinl [EU177435] CCGGGCTGGGGACCTCCATGCGTA@AACAACC
L. vannamel [CV468241] -—-——-——-"—"="—-———————————— CACAAGA
L. vannamei [CK591516] —-—-———==="""""""""---—————— CACAAGA
L. vannameili [CK591492] --—--------———--————————— CACAAGA
Ls-Stylicin2 [EU177437] CCGGGCTGGGAACCTCCATGCGTA@CGCAGCA
Mj-sty [KRO63277] CCAGGCAGGAAACATCCATGCTTAMCATTATC
L. vannamel [FE124653]

L. vannamel [FE125173]

L. vannamel [FE156583]

L. vannameli [FE179060]

Ls-Stylicinl [EU177435]

L. vannamel [CV468241]

L. vannamel [CK591516]

L. vannamei [CK591492]

Ls-Stylicin2[EU177437]

Mj-sty [KR063277]

L. vannamel [FE124653]

L. vannameili [FE125173]

L. vannamel [FE156583]

L. vannamei [FE179060] [ETeeeI\rEiNeC

Ls-Stylicinl [EU177435] H

L. vannamei [CV468241] [ETeeeI\rEiNeC

L. vannameil [CK591516] GTCCGARGTGC

L. vannamei [CK591492] [ETeeeI\ EiNeC
Ls-Stylicin2[EU177437] [T eeeIN~ e C

Mj-sty [KR063277] |gcielelerAcieidec
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Figura 7. Alinhamento nucleotidico da regido codificante das stylicinas
de camarfes peneideos e cladograma das regides comuns a todas as
sequéncias (continuacao).

L. vannamel [FE124653]
L. vannamel [FE125173]
L. vannamel [FE156583]
L. vannamel [FE179060]
Ls-Stylicinl [EU177435]
L. vannamel [CV468241]
L. vannamel [CK591516]
L. vannamel [CK591492]
Ls-Stylicin2[EU177437]
Mj-sty [KR063277]
L. vannamel [FE124653]
L. vannamel [FE125173]
L. vannamel [FE156583]
L. vannamel [FE179060]
Ls-Stylicinl [EU177435]
L. vannamel [CV468241] C
L. vannamei [CK591516] C
L. vannamel [CK591492] C
Ls-Stylicin2[EU177437] C
Mj-sty [KR063277] (]
L. vannamel [FE124653] GG
L. vannamei [FE125173] G(
L. vannamel [FE156583] GG
L. vannamei [FE179060] G(
Ls-Stylicinl [EU177435] AQ
L. vannameli [CV468241] A
L. vannameli [CK591516] A
L. vannamei [CK591492] A
Ls-Stylicin2[EU177437] AQg
Mj-sty [KR063277] A
L. vannamel [FE124653]
L. vannameili [FE125173]
L. vannamel [FE156583]
L. vannamei [FE179060]
Ls-Stylicinl [EU177435]
L. vannameili [CV468241]
L. vannameil [CK591516]
L. vannamei [CK591492]
Ls-Stylicin2[EU177437]
Mj-sty [KR063277]
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Figura 7. Alinhamento nucleotidico da regido codificante das stylicinas
de camarfes peneideos e cladograma das regides comuns a todas as
sequéncias (continuacao).

L. vannamei [FE124653
L. vannamei [FE125173
L. vannamei [FE156583
L. vannamei [FE179060

[ ]
[ 1
[ ]
[ 1
Ls-Stylicinl [EU177435]
L. vannamel [CV468241]
L. vannamel [CK591516]
L. vannamel [CK591492]
Ls-Stylicin2 [EU177437]

[ 1

KR063277

Mj-sty

{ @ L. vannamei [FE124653)
@ L. vannamei[FE125173]

100
Grupo1l

o7 { @ L. vannamei [FE179060]
55 @ L. vannamei [FE156583]
L. stylirostris Ls-Stylicin1 [EU177435]

L. stylirostris Ls-Stylicin2 [EU177437]
O L. vannamei [CV468241]

100 { O L. vannamei[CK591516] | Grupo2
32 O L. vannamei [CK591492]

M. japonicus Mj-sty [KR063277]

59

A: As sequéncias nucleotidicas das stylicinas de Litopenaeus vannamei e de
espécies correlatas foram alinhadas com o programa ClustalO. Nucleotideos
idénticos a todas as sequéncias estdo destacados em preto enquanto que 0s
hifens indicam gaps. B: As regides comuns as sequéncias nucleotidicas das
stylicinas de L. vannamei e de espécies correlatas foram alinhadas com o
programa ClustalO previamente a elaboracdo do cladograma. O cladograma foi
construido utilizando o método de Neighbor Joining (1.000 replicatas) no
programa MEGA 6.0. e sequéncias de stylicinas de L. vannamei agrupadas com
a sequéncia Ls-Stylicinl de Litopenaeus stylirostris (Grupo 1) e o com a
sequéncia Ls-Stylicin2 de L. stylirostris (Grupo 2). O ndmero de acesso no
GenBank das sequéncias encontra-se entre colchetes.

A partir dessas analises, as stylicinas identificadas em L.
vannamei foram nomeadas conforme os critérios utilizados para a
categorizagdo de outros AMPs descritos em camardes, como as
peneidinas (GUEGUEN et al., 2006) e os ALFs (ROSA et al., 2013).
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Esta nomenclatura inclui: (1) o nome da espécie (indicada em italico
pelas trés primeiras letras do género e das trés primeiras letras do epiteto
especifico da espécie), seguido da (2) abreviagdo do termo “stylicina”
(STY) e (3) o numero de identificagio do grupo (em algarismos
arabicos) e, quando presente, um hifen e um namero (também em
algarismos arabicos) para a identificacdo da variante. Dessa forma, as
stylicinas que comp8em o Grupo 1 foram denominadas Litvan STY1-1
(CDS de 315 pb; GenBank: FE124653, FE125173) e Litvan STY1-2
(CDS de 318 pb; Genbank: FE156583, FE179060) e as que compdem o
Grupo 2 de Litvan STY2 (GenBank: CV468241; CK591516;
CK591492).

A sequéncia aminoacidica deduzida das quatro stylicinas
pertencentes ao Grupo 1 (CDS completa) é composta por um peptideo
sinal com 22 residuos de amionoacidos, seguido de um peptideo maduro
contendo uma regido N-terminal rica em residuos de prolina (P) e uma
regido C-terminal contendo os 13 residuos conservados de cisteina (C),
caracteristicos das stylicinas. As duas sequéncias de Litvan STY1-1
mostraram a mesma constituicdo nucleotidica entre si (Figura 8). Suas
sequéncias aminoacidicas deduzidas contém 104 residuos de
aminoacidos. A massa molecular do peptideo maduro das duas
sequéncias foi calculada em 8,83 kDa, com pl teérico de 4,98
(moléculas anidnicas). Nenhum dominio proteico conservado foi
identificado nas sequéncias analisadas.

Por outro lado, as duas sequéncias de Litvan STY1-2 mostraram
entre elas 3 diferencas nucleotidicas: 1 substituicdo sindnima (no
nucleotideo 30) e 2 substituicdes ndo sindnimas (nos nucleotideos 151 e
296), que resultam em duas diferencas aminoacidicas: tirosina
(Y)/histidina (H) na posi¢do aminoacidica 51 e arginina (R)/Lisina (K)
na posicdo aminoacidica 99 (Figura 9). Suas sequéncias aminacidicas
deduzidas contém 105 residuos de aminoacidos (1 residuo a mais que as
sequéncias Litvan STY1-1). O peptideo maduro da sequéncia FE156583
apresentou massa molecular calculada de 9,02 kDa e pl tedrico de 4,98
enquanto que o peptideo maduro da sequéncia FE179060 apresentou
massa molecular calculada de 8,97 kDa e pl teérico de 5,19. Nenhum
dominio proteico conservado foi identificado nas sequéncias analisadas.
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Figura 8. Alinhamento nucleotidico e aminoacidico deduzido de Litvan
STY1-1.
10 20 30 40

. . A I I I [P IPTPa
FE124653 TCTCTGTTTTTGCCTTATTGGTTGC

FE125173

70 80 90 100 110 120

P O O O O O A I I | L. |
FE124653 > GATCTT TTCACCACCTAGAGGACCTCCGGGCTGGAAA >
K

FE125173

130 140 150 160 170 180
FE124653
FE125173

190 200 210 220 230 240
FE124653
FE125173

250 260 270 280 290 300
FE124653
FE125173

310

FE124653
¢ vy k ¢ = 105

re125173 [N

c v x 6 * 105

Nas linhas destacadas em preto, estdo as sequéncias nucleotidicas e, nas linhas

abaixo dessas, as sequéncias aminoacidicas deduzidas correspondentes. A régua

acima das sequéncias indicam as posigdes nucleotidicas. Os nimeros a direita

das sequéncias indicam a posic¢do do ultimo residuo de aminoacido dessa linha.

Os pontos (.) indicam identidade entre os nucleotideos das duas sequéncias,

enquanto que os asteriscos (*) indicam cddons de parada.
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Figura 9. Alinhamento nucleotidico e aminoacidico deduzido de Litvan
STY1-2.

10 20 30 40 50 60

NN KA TGAAGACCTACAGTCAGGTCTCTGTTTTCGTCTTATTGGTTGCGATCGCGCACACGTC.
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| I C AAGAGTGCCCACCGTGCCCATATGATGATTATGAGTGTCCGAAGTGCGGTGGATTCCCG
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YRR GAATGTCCGCGGCCTGTGTGTGAGCCGTGCGAAAGTCCCATCGCCGAGTTGATCAGAAAG

E C P R P V C E P C E S P I A E L I R K100
FE179060 ...

310

FE156583
G G Y K G * 106

re179060 N
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Nas linhas destacadas em preto, estdo as sequéncias nucleotidicas e, nas linhas
abaixo dessas, as sequéncias aminoacidicas deduzidas correspondentes. A régua
acima das sequéncias indicam as posigdes nucleotidicas. Os nimeros a direita
das sequéncias indicam a posicdo do Ultimo residuo de aminoacido dessa linha.
Os pontos (.) indicam identidade entre os nucleotideos das duas sequéncias. As
caixas azuis destacam as diferengas nucleotidicas sinbnimas enquanto que as
caixas vermelhas destacam as diferencas ndo sinbnimas. Os asteriscos (*)
indicam cédons de parada.
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Os parametros bioquimicos das sequéncias do Grupo 1 estdo
apresentadas, juntamente com as stylicinas dos camardes L. stylirostris e
M. japonicus, na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros bioquimicos das stylicinas completas de
Litopenaeus vannamei, L. stylirostris e Marsupenaeus japonicus.

Peptideo sinal Peptid d
Espécie Anotacio GenBank epticeo siha £priceo macuro
aa aa | MM | pl
. - FE124653 22 82 8,83 kDa 4,98
P Livan SIYIL pg 125173 2 82 883kDa 4,98
Litvan STY1-2 FE156583 22 83  9,02kDa 4,98
’ ) i FE179060 22 83 8,97 kDa 5,19
) Ls-Stylicinl EU177435 22 82 8,93 kDa 5,00
L. stylirostris —
i Ls-Stylicin2 EU177437 22 82 8,91 kDa 4,74
M. japonicus Mj-sty KRO063277 22 82 8,74kDa 5,04

aa: numero de residuos de aminodcidos; MM: massa molecular; pl: ponto
isoelétrico tedrico.

As sequéncias Litvan STY1-1 e Litvan STY1-2 apresentam mais
de 79,27% de identidade aminoacidica com Ls-Stylicinl, 77,78% com
Ls-Stylicin2 e 55% com Mj-sty. As sequéncias aminoacidicas deduzidas
do Grupo 1 de L. vannamei foram alinhadas e comparadas (Figura 10).
Algumas diferencas intraespecificas entre essas sequéncias foram
identificadas e destacadas no alinhamento. Na posicdo 11 do peptideo
sinal, encontra-se nas sequéncias de Litvan STY1-1 um residuo de
alanina (A) enquanto que nas sequéncias Litvan STY1-2, um residuo de
valina (V). Na posicao 51, Litvan STY1-2 apresentam um residuo de
aminoacido a mais que as sequéncias Litvan STY1-1 [histidina (H) ou
tirosina (Y)].

Figura 10. Alinhamento aminoacidico das stylicinas do Grupo 1 de
Litopenaeus vannamei.

10 20 30

P P P P P |
Litvan STY1-1 [FE124653] KTYSQVSVFR\LLVAIAHTSQGSSEFSPPRG
Litvan STY1-1 [FE125173] KTYSQVSVFI\LLVATIAHTSQGSSEFSPPRG
Litvan STY1-2 [FE179060] KTYSQVSVFaLLVAIAHTSQGSSFSPPRG
Litvan STY1-2 [FE156583] KTYSQVSVFWLLVAIAHTSQGSSEFSPPRG

* ok k ok ok ok k ok ok ok ***************u***l
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Figura 10. Alinhamento aminoacidico das stylicinas do Grupo 1 de
Litopenaeus vannamei (continuacao).

Litvan STY1-1 [FE124653]
Litvan STY1-1 [FE125173]
Litvan STY1-2 [FE179060]
Litvan STY1-2 [FE156583]
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Litvan STY1-1 [FE125173]
Litvan STY1-2 [FE179060]
Litvan STY1-2 [FE156583]
100

. T T
Litvan STY1-1 [FE124653] |aSjawNmRegele)sqe
Litvan STY1-1 [FE125173] |aSpawNAmRegele)a(e
Litvan STY1-2 [FE179060] |aSjawNampegele)gqe
Litvan STY1-2 [FE156583]

Ak hkkkhkhkkk o kkkkxk

Residuos idénticos a todas as sequéncias estdo destacados em preto e indicados, na
linha inferior, por asterisco (*). Residuos especificos das sequéncias de Litvan
STY1-1 estéo destacados na cor azul e os de Litvan STY1-2 estdo destacados na cor
amarela. Os hifens indicam gaps e os simbolos (.) e (:) residuos pouco e muito
similares, respectivamente. A caixa pontilhada em azul indica o peptideo sinal
engquanto que a caixa pontilhada em vermelho indica a regido contendo residuos de
prolina. O simbolo V¥ indica 0s 13 residuos conservados de cisteina.

Em relacdo as stylicinas do Grupo 2, foram identificadas apenas
sequéncias com a CDS incompleta (regido 3’). As trés sequéncias de
Litvan STY2 mostraram a mesma constitui¢cdo nucleotidica (Figura 11).
Assim como para Litvan STY1, nenhum dominio proteico conservado
foi identificado nessas sequéncias. Essas sequéncias (correspondentes a
regido C-terminal dos peptideos) mostraram 93,85% de identidade
aminoacidica com a mesma regido C-terminal de Ls-Stylicin2 e 71,88%
e 68,75% com as sequéncias Ls-Stylicinl e Mj-sty, respectivamente.

Todas as sequéncias de stylicinas identificadas em L.vannamei
foram traduzidas e alinhadas para se analisar as diferengas
intraespecificas entre os Grupos 1 e 2. Apenas na regido C-terminal
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(comum a todas as sequéncias), foram identificados 15 residuos
aminoacidicos diferentes entre as Litvan STY1 (Litvan STY1-1 e Litvan
STY1-2) e as Litvan STY2, as quais encontram-se destacadas na Figura
12. Além dessas diferencas aminoacidicas, na posicdo 49 um residuo de
valina (V) presente em Litvan STY2 ndo esta presente em Litvan STY1,
enquanto que na posicdo 56, um residuo de fenilalanina (F), presente em
Litvan STY1, ndo esta presente em Litvan STY2.

Figura 11. Alinhamento nucleotidico e aminoacidico deduzido de
sequéncias incompletas de Litvan STY2.
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| . |

PR IS IS IR TS IN IR IR EEIR ISR IS IR AT S ARSI IT S IRUR ST AT e IR AT
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CK591516

CK591492
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R R R e e e e T e
Y- FY Sl T T A TGTCGGCAGCCTGTGTGTGAGCCGTGCGAAAGTCCCATCGCCGAGTTGATC. G|

L ¢C R Q P V CE P CUE S P I A E L I K K 60
CK591516

CK591492
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cva68241

G G Y K G * 66
CK591516

G G Y K G * 66
CK591492

G G Y K G * 66

Nas linhas destacadas em preto, estdo as sequéncias nucleotidicas e, nas linhas
abaixo dessas, as sequéncias aminoacidicas deduzidas correspondentes. A régua
acima das sequéncias indicam as posi¢des nucleotidicas. Os nimeros a direita
das sequéncias indicam a posic¢do do ultimo residuo de aminoacido dessa linha.
Os pontos (.) indicam identidade entre os nucleotideos das duas sequéncias,
enquanto que os asteriscos (*) indicam cddons de parada.
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Figura 12. Alinhamento das sequéncias aminoacidicas deduzidas das
stylicinas (sem peptideo sinal) dos Grupos 1 e 2 de Litopenaeus
vannamei.
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Residuos idénticos a todas as sequéncias estdo destacados em preto e indicados,
na linha inferior, por asterisco (*). Destacadas em azul e amarelo estdo as
diferencas intraespecificas entre as sequéncias completas (Litvan STY1-1 e
Litvan STY1-2) e as sequéncias parciais (Litvan STY2) identificadas em L.
vannamei, respectivamente. Os hifens indicam gaps e os simbolos (.) e ()
residuos pouco e muito similares, respectivamente. Caixa vermelha: regido
contendo residuos de prolina e 0 simbolo V¥ os 13 residuos conservados de

cisteina.
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5.2. DISTRIBUICAO DA EXPRESSAO GENICA

A distribuicdo da expressdo génica de stylicinas foi avaliada de
forma semi-quantitativa (RT-PCR convencional) em oito tecidos/6rgaos
(estbmago, hepatopancreas, intestino médio, intestino posterior,
hemacitos, mdusculo, branquias e corddo nervoso) de animais
estimulados ou ndo com a bactéria V. harveyi ATCC 14126 (inativadas
por calor). Inicialmente, o perfil de migracio do RNA total das
diferentes amostras foi avaliado em gel de agarose. Foi possivel
visualizar a presenca de bandas correspondentes aos diferentes tipos de
RNA ribossomal. Apesar de as amostras terem apresentado padrdes
distintos de migracdo e abundéncia dos diferentes tipos de RNA
ribossomal (como exemplificado pelas amostras de hepatopancreas),
nenhum sinal evidente de degradacéo foi identificado (Figura 13). Além
disso, a amplificacdo de transcritos de p-actina mostrou-se estavel em
todas as amostras, validando assim as comparacdes de expressdo das
stylicinas entre 0s grupos experimentais (Figura 14).

Figura 13. Perfil de migracdo do RNA total das amostras (pools de 3
camar@es) dos oito tecidos/érgdos das duas condigdes experimentias
(ndo manipulados e estimulados com a bactéria Vibrio harveyi ATCC
14126).

MS BR CN ST HP IM IP HE

N&o manipulados

MS: Mdasculo, BR: Branquias, CN: Corddo nervoso, ST: Estdbmago, HP:
Hepatopancreas, IM: Intestino médio, IP: Intestino posterior, HE: Hemacitos.

Para as analises de expressdo, foram utilizados iniciadores
especificos para os dois grupos de stylicinas de L. vannamei, Litvan
STY1 e Litvan STY2. Transcritos de Litvan STY1 foram identificados
no estdbmago, intestinos médio e posterior, hemdcitos e branquias de
camares ndo manipulados (grupo naive) (Figura 14). Em camardes
estimulados, observou-se um aumento de transcritos no estdmago,



intestino médio e brénquias. No corddo nervoso, transcritos de Litvan
STY1 foram detectados somente em animais ap6s o desafio bacteriano
(Figura 14). Transcritos de Litvan STY2 foram identificados no
estdbmago, intestinos médio e posterior, hemdcitos, branquias e corddo
nervoso de camarfes do grupo naive (Figura 14). Em animais
estimulados, observou-se um aumento de transcritos nos intestinos
médio e posterior e também no corddo nervoso. No misculo, transcritos
de Litvan STY2 foram detectados somente em animais apds o desafio
microbiano (Figura 14).

Figura 14. Andlise semi-quantitativa da distribuicdo da expressdo de
stylicinas em oito tecidos/drgdos de camardes apos 48 h de um estimulo
microbiano em comparacao a animais ndo estimulados.
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Litvan STY1 125 pb
Litvan STY2 139 pb
B-actina 846 pb

A esquema ilustrativo de um camardo mostrando a posicdo anatdémica dos
orgdos/tecidos estudados. Eletroforese em gel de agarose (1,5%) corado com
brometo de etideo mostrando a amplificacdo dos transcritos das stylicinas
Litvan STY1 (125 pb) e Litvan STY2 (139 pb) e da B-actina (846 pb), utilizada
como controle endogeno. ST: Estdbmago, HP: Hepatopancreas, IM: Intestino
médio, IP: Intestino posterior, HE: Hemdcitos, MS: Mdsculo, BR: Branquias,
CN: Corddo nervoso, C-: Controle negativo. Escrito em preto: grupo naive
(animais ndo manipulados); Escrito em vermelho: animais estimulados com a
bactéria Vibrio harveyi ATCC 14126 (inativada por calor).
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5.3. PERFIL TRANSCRICIONAL DE STYLICINAS FRENTE A
INFECCOES VIRAIS E BACTERIANAS

Os niveis de expressdo génica de Litvan STY1 e Litvan STY2
foram avaliados nos hemdcitos de camarbes 48 h ap6s infeccBes
experimentais com 0 WSSV ou com a bactéria V. harveyi ATCC 14126.
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 elongagdo la (LVEF1la) e de trés
proteinas ribossomais (LvRpL40, LvRpS6 e LVRpS3A). A anélise para a
escolha da melhor referéncia levou em consideracdo o coeficiente de
estabilidade dos valores de Cq, calculado pelo programa RefFinder. A
condicdo que apresentou a menor variagdo de expressdo foi média
geométrica dos genes LVEFla e LvRpL40, obtida pelo algoritimo
BestKeeper (um dos quatro algoritmos utilizados pelo RefFinder)
(Figura 15).

Figura 15. Coeficiente de estabilidade dos candidatos a referéncia.
1,4 -

1,15 1,16

1,2 -

1
0,8
0,6

0,4 -

Coeficiente de estabilidade

0,2

0

Genes de referéncia e suas combinagbes

Coeficiente de estabilidade dos valores de Cq dos genes e da média geométrica
de suas diferentes combinagdes. 1: LvEFlo, 2: LvRpL40; 3: LvRpS6; 4:
LVRpS3A.

Em seguida, foi avaliada a especificidade e a eficiéncia dos
iniciadores especificos para as duas stylicinas de L. vannamei. As
andlises de curva de dissociagdo mostraram que ambos os pares de
iniciadores geraram um dnico pico (Litvan STY1 Tm = 80,37°C; Litvan
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STY2 Tm = 81,09°C), indicando a amplificacdo de uma Unica sequéncia
e confirmando a especificidade dos dois pares de iniciadores (Figura
16A). Os iniciadores utilizados para a amplificacdo de Litvan STY1 e
Litvan STY2 apresentaram eficiéncia de 98,96% e 97,10%,
repectivamente (Figura 16B).

Em relacéo a infeccéo viral, ndo foram observadas diferencas nos
niveis de expressdo génica de Litvan STY1 e Litvan STY2 nos
hemacitos de camarbes 48 h apds uma infeccdo com o WSSV (W+)
guando comparados com animais injetados com indculo livre do virus
(W-) ou com animais ndo manipulados (N ou grupo naive) (Figura 17).

Em relacéo a infeccéo bacteriana, enquanto ndo foram observadas
diferengas nos niveis dos transcritos de Litvan STY1, os nives de
expressdo de Litvan STY?2 aumentaram 1,83 vezes (P<0,05) no grupo
infectado (V+) em comparacgdo a animais injetados com &gua do mar
estéril (V-) (Figura 18). Em relacdo ao grupo naive (N), foi observado
um aumento de 2,24 vezes (P<0,05). Nenhuma diferenca de expressdo
foi observada entre os controles experimentais (NxV-) (Figura 18).

Figura 16. Curvas de dissociacao das reacfes de RT-gqPCR e eficiéncia
dos iniciadores utilizados para a amplificacdo de Litvan STY1 e Litvan
STY2.
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Figura 16. Curvas de dissociagéo das reacdes de RT-qPCR e eficiéncia
dos iniciadores utilizados para a amplificacdo de Litvan STY1 e Litvan

STY?2 (continuagdo).
Litvan STY1 Litvan STY2
210
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Slope: -3,347; R*:0,997; Eficiéncia%: 98,96 Slope: -3,393; R* I; Eficiéncia%: 97,10

A: Perfil derivado da curva de dissociacdo dos produtos de RT-gPCR dos
iniciadores utilizados para a amplificagdo dos transcritos das stylicinas Litvan
STY1 e Litvan STY2. Tm: Temperatura de desnaturacdo (melting temperature).
B: Curva linear resultante da amplificacdo das duas sequéncias de interesse
(Litvan STY1 e Litvan STY2) utilizando-se diluicGes seriadas (curva padrdo:
1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128) de um pool de todos os cDNAs de amostras de
hemdcitos das infecgBes virais e bacterianas. A eficiéncia (%) dos pares de
iniciadores foi calculada segundo a férmula; E = 10191,

Figura 17. Perfil de expressdo génica das stylicinas Litvan STY1 e
Litvan STY2 nos hemécitos de Litopenaeus vannamei apos 48 h de uma
infeccdo experimental com o virus da Sindrome da Macha Branca
(WSSV).
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Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrdo de triplicatas
bioldgicas (3 pools de 5 animais por condi¢do). As barras brancas indicam 0s
niveis de expressdo de Litvan STY1 e as barras pretas de Litvan STY2. N:
grupo naive (animais ndo manipulados); W-: animais injetados com in6culo
livie de WSSV; W+: animais infectados com WSSV (3x10° copias
gendmicas/animal).




56

Figura 18. Perfil de expressdo génica das stylicinas Litvan STY1 e
Litvan STY2 nos hemdcitos de Litopenaeus vannamei apos 48 h de uma
infeccdo experimental com a bactéria Gram-negativa Vibrio harveyi.
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Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrdo de triplicatas
bioldgicas (3 pools de 5 animais por condi¢do). As barras brancas indicam os
niveis de expressdao de Litvan STY1 e as barras pretas de Litvan STY2.
Asteriscos (*): diferengas estatisticas entre as condi¢des experimentais
(P<0,05), obtidas pelo teste de andlise de variancia (ANOVA) seguido pelo
Teste de Tukey. N: grupo naive (animais ndo manipulados); V-: animais
injetados com &gua do mar estéril; VV+: animais infectados com Vibrio harveyi
ATCC 14126 (6x10’ CFU/animal).
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho, foram caracterizadas pela primeira vez as
stylicinas do camardo Litopenaeus vannamei e mostrado que essas
formam uma familia diversa de AAMPs tanto em termos de sequéncia
primaria quanto em propriedades bioquimicas e expressdo génica. Todas
as sequéncias identificadas e caracterizadas de L. vannamei possuem as
assinaturas de stylicinas, ou seja, uma regido N-terminal contendo
residuos de prolina e uma C-terminal contendo 13 residuos de cisteinas
(LIU etal., 2015; ROLLAND et al., 2010).

Foi proposto uma nomenclatura as stylicinas, como adotada em
outras familias de AMPs de peneideos, como as peneidinas e os ALF
(GUEGUEN et al., 2006; ROSA et al., 2013). Padronizar as
nomenclaturas é recomendado para que ndo haja uma terminologia
confusa, principalmente em moléculas muito diversas como 0s AMPs.

Os novos AAMPs identificados em L. vannamei se organizam em
dois clados, agrupados com as stylicinas de L. stylirostris, aqui
nomeados Grupo 1 e 2, e distintos da stylicina caracterizada em M.
japonicus (Mj-sty). Sendo assim, provavelmente um ancestral comum a
essas espécies do género Litopenaeus possuia 0s dois grupos de
stylicinas. A elevada identidade dos peptideos sinal ¢ da regido 3’
somada as diferengas aminoacidicas observadas entre Litvan STY1 e
Litvan STY2 sugere que os dois grupos possam ser codificados por
genes distintos originados por paralogia de um gene ancestral. Neste
caso, um gene ancestral de stylicina do género Litopenaeus teria sofrido
duplicacdo e cada cOpia teria sofrido pressdes evolutivas diferentes
gerando os distintos grupos de sequéncias. Um importante ponto a ser
estudado agora é a organizagdo gendmica das stylicinas nesses
camardes. A presenca desses dois grupos de sequéncias coincide com a
distribuicdo geografica dessas espécies pelos oceanos. Os camardes L.
vannamei e L. stylirostris possuem distribuicdo préxima, sendo ambos
naturais da costa do Pacifico da América Central e do Sul, enquanto os
camar@es da espécie M. japonicus sdo originalmente distribuidos nos
oceanos Indico e Pacifico sudoeste, entre o Japdo e a Australia
(HOLTHUIS, 1980). Tais relacGes refletem a distribuicéo filogeografica
e evolucgdo nessas populagdes.

As variagdes genéticas entre individuos (os polimorfismos)
geralmente s&o derivados de alteragBes em um Unico nucleotideo, de
ponto, ou single nucleotide polymorphism (SNP) (COLLINS, 1997). As
sequéncias de Litvan STY1-2 possuem algumas alteragBes pontuais
(mutagdes), tanto sinénima (na posi¢cdo 30) e ndo sinbnimas (nas
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posi¢des 151 e 296). Na posicdo 30, os dois possiveis coédons codificam
0 mesmo aminoéacido, a fenilalanina (F) e sendo assim ndo modificam a
carga final da proteina. Essa modificacdo, caso ndo seja confirmada
como um erro de sequenciamento, pode designar a presenga de dois
alelos. Na posicdo 151, a modificacdo resulta na codificacdo de uma
histidina (H), na sequéncia Genbank: FE156583, ou de uma tirosina (YY),
na sequéncia Genbank: FE179060. A histidina por ser um aminoécido
bésico, eleva o pl tedrico e deixa a molécula mais positiva, enquanto a
tirosina, por ser um aminoacido neutro ndo influencia na carga final da
molécula. Na posicdo 296, a modificagdo resulta na codificacdo de uma
lisina (K) na sequéncia Genbank: FE156583 ou de uma arginina (R) na
sequéncia Genbank: FE179060. Ambos sdo aminoacidos basicos e
contribuem para carga final da molécula elevando o pl teérico da
molécula. H& também uma alteracdo ndo sinénima entre as sequéncias
Litvan STY1-1 e Litvan STY1-2 (na posicdo 32). Nesta posicdo, nas
Litvan STY1-1 a modificacdo codificard uma alanina (Ala) enquanto nas
Litvan STY1-2 codificard uma valina (Val). Ambos sdo aminoacidos
neutros e nao contribuem na carga da proteina. Todas as sequéncias de
ambos os grupos de stylicinas (transcritos e genes) devem ser clonadas e
sequenciadas para conferir suas vericidades e existéncia de alelismos.

Enquanto as sequéncias do peptideo maduro de stylicinas de
Litvan STY1 possuem 11 residuos de aminoacidos negativamente
carregados e 7 positivos, a regido 3’ da CDS de Litvan STY2 possui 13
residuos carregados negativamente e 5 positivos indicando que elas
podem ser mais anibnicas. Essa variagdo, ainda que pouca, de carga da
molécula deve ser mais estudada, pois a interacdo entre 0 AMP e o
microorganismos e a atividade bioldgica desses grupos podem divergir.
Fendmenos de alteracdo da carga de AMPs na resposta imune foram
observados em fragmentos sintéticos da defensina do mexilhdo Mytilus
galloprovincialis (MGD-1) (ROMESTAND et al., 2003).

Os grupos de stylicinas, Litvan STY1 e Litvan STY2, sdo
diferencialmente transcritos, constitutivamente expressos em diversos
orgdos e possivelmente modulados por componentes estruturais de
bactérias Gram-negativas. Foi realizada a imunolocalizagdo das
stylicinas para responder a hipdtese de que as stylicinas seriam
transcritas apenas em hemdcitos, como comprovado para outros AMPs
de camardes (peneidinas e 0 ALFPm3) (DESTOUMIEUX et al., 2000;
SOMBOONWIWAT et al., 2008). Utilizou-se anticorpos primarios
policlonais para a Ls-Stylicinl de L. stylirostris (ROLLAND et al.,
2010) em cortes longitudinais e transversais de abdome de L. vannamei
(APENDICE A). As anélises de imunohistoquimica sugerem que o
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AMP stylicina é produzido apenas nos hemdcitos infiltrantes no abdome
do camardo, indicando que essas células devem ser os Unicos sitios de
producdo dessas moléculas. Além de hemdcitos solitarios, muitos
agrupamentos hemocitarios foram identificados. Esse perfil € comum e
bem descrito em andlises dessa técnica em camarfes (DESTOUMIEUX
et al., 2000; MUNOZ et al., 2002). Contudo, 0 abdome n&o contém
diversos 6rgdos analisados na distribuicdo tecidual. E necessério agora
realizar a mesma técnica em cortes da regido do cefalotérax para se
certificar que ndo h& outro 6rgdo que expresse stylicinas. A etapa
seguinte serd analisar também em qual populacdo hemocitaria essa
molécula é transcrita e traduzida, sua localizagdo intracelular e co-
localilzagdo de stylicinas com outros AMPs para estudar futuramente os
seus efeitos sinergéticos.

Prover o repertério de respostas moleculares derivadas de
infeccOes é essencial para desenvolver estratégias que previnam a
mortalidade relacionada a doencas infecciosas no cultivo em fazendas
de carcinicultura. Ndo foram observadas diferencas nos niveis dos
transcritos de Litvan-STY1 e Litvan-STY2 ap6s 48 h da infeccéo viral
entre 0s grupos estudados. Além do mais, os perfis de expressdo foram
muito semelhantes entre os dois genes. O tempo para morte dos
camardes por WSSV com uma dose igual a utilizada é de 72 h e sendo
assim, este experimento ndo foi capaz de selecionar os animais que
sobreviveriam a infeccdo e é possivel que isso tenha se refletido nos
resultados na falta de modulagéo. Em individuos moribundos da espécie
L. vannamei, se observou um perfil semelhante nos niveis dos
transcritos de Litvan STY1 e Litvan STY2 (GONCALVES et al., 2014).
Em M. japonicus, foram realizadas andlises de transcritos de stylicina
em branquias e hepatopancreas de camardes desafiados com WSSV
(LIU et al., 2015). Nas branquias, hd uma queda dos transcritos em 48 h
gue voltam aos niveis basais em 96 h, enquanto que no hepatopancreas,
h& um aumento entre 12 e 24 h de muita presenca de transcritos no
orgdo seguido por uma queda abrupta em 48 h com pouca restauracéo
em 96 h (LIU etal., 2015).

Foram observadas, entretanto, diferencas nos niveis dos trancritos
de Litvan STY2 de camarfes infectados com V. harveyi. Esse fato
sugere que a injdria ndo foi capaz de modular os transcritos, porém a
infeccdo sim. Essa relacdo é importante para se distinguir a interagdo
molecular entre patégeno/hospedeiro da resposta a lesdo causada pela
agulha, sugerindo que houve o reconhecimento do microrganismo e
regulagdo do gene. As duas stylicinas avaliadas apresentaram perfis de
expressao génica distintos, apontando possiveis diversidades funcionais.
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As stylicinas de L. vannamei apresentaram 15 residuos de prolina (P),
aproximandamente 18% de suas composi¢des aminoacidicas. AMPs
ricos em residuos de prolina de insetos e crustaceos apresentam
atividade contra bactérias Gram-negativas (BACHERE;
DESTOUMIEUX; BULET, 2000; BULET et al., 1999) e se acredita que
seja a regido rica em residuos de prolina a envolvida com a habilidade
da molécula se ligar ao LPS (GENNARO; SKERLAVAJ; ROMEO,
1989; MUNOZ et al., 2002).

Classicamente, a atividade antimicrobiana dos AMPs foi descrita
apenas pela interacdo eletrostatica entre a molécula (catidnica) e a
membrana de microrganismos (com fosfolipideos carregados
negativamente), gerando poros e levando ao extravasamento do
conteldo intracelular. Atualmente, em diversos AAMPs foram
identificadas atividades antimicrobianas (DESTOUMIEUX-GARZON
et al., 2001). As stylicinas apresentam atividades majoritariamente
antiflngicas e se sugere que seja por uma possivel ligagdo a B-1,3-
glicana presente na parede de fungos (ROLLAND et al., 2010) A
atividade antifingica em geral de AMPs parece estar ligada a
conformacdo espacial e a composicdo muito mais que a carga das
moléculas. Diversos AMPs ricos em cisteinas foram caracterizados por
serem antifungicos, como as drosomicinas da mosca-da-frutra
Drosophila melanogaster (FEHLBAUM et al., 1994) e as defensinas de
plantas (OSBORN et al., 1995; TERRAS et al., 1992). As stylicinas sdo
moléculas ricas em residuos de cisteinas (C), representando quase 16%
de suas composi¢des aminoacidicas. Em uma defensina da flor do
tabaco (que possui oito residuos de cisteina arranajados em quatro
pontes de dissulfeto), o rompimento das pontes dissulfeto causa perda
total da atividade contra os fungos (VAN DER WEERDEN; LAY;
ANDERSON, 2008). A elucidagdo das estruturas tridimensionais das
stylicinas ird contribuir para esclarecer suas interacbes com
microrganismos.

Testes in vitro, apesar de essenciais podem ndo refletir a real
funcdo da molécula in vivo. Técnicas como o RNAIi vém sendo
utilizadas para confirmar a importancia dos AMPs no controle de
infeccOes e demonstrar fungdes mais complexas dessas moléculas na
resposta imune dos camardes (DE LA VEGA et al, 2008;
PONPRATEEP et al., 2012). A crustina do Tipo Il, por exemplo, se
mostrou importante na resisténcia de individuos das espécies L.
vannamei e M. japonicus a infeccdo com V. penaeicida in vivo, apesar
de ndo ser ativa contra bactérias Gram-negativas in vitro (HIPOLITO et
al., 2014; SHOCKEY et al., 2009). A participacdo dessas moléculas
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como controladoras e reguladoras da microbiota de invertebrados
marinhos, como visto para o ALFPm3, também foi entendida por
silenciamento poés-transcricional (PONPRATEEP et al., 2012; WANG
et al., 2014). Sendo assim, é importante também analisar as stylicinas in
vivo por silenciamento génico para entender outras possiveis atividades
bioldgicas.

Para a aquicultura, o esclarecimento sobre os peptideos
antimicrobianos pode otimizar a prevencdo das doencas por selecdo de
animais resistentes (DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2016). Essas
moléculas possuem vantagens sobre 0s antibi6ticos, regularmente
usados na aquicultura (DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2016) por
serem menos estaveis na natureza, por combinarem diferentes
mecanismos de acdo antimicrobiana, ndo aumentarem niveis
mutacionais de bactérias e suas atividades estarem ligadas a suas
propriedades imunorregulatérias, das quais 0s microrganismos ndo
podem desenvolver mecanismos simples de resisténcia (HANCOCK;
NINIK; PHILPOTT, 2012). Além do mais, diversas assinaturas da
expressao de AMPs foram identificadas associando 0 nimero de copias
de transcritos e susceptibilidade a doencas importantes na aquicultura
(DE LORGERIL et al., 2005, 2008; GONCALVES et al., 2014). Essas
assinaturas podem servir no futuro como marcadores moleculares para
selecdo de animais procriadores em cultivos. Estudos sobre AMPs
atraem também o interesse de indUstrias biofarmacéuticas devido as suas
atividades imunorregulatorias, modulatérias a respostas inflamatorias e
alteracdo de membranas celulares de células tumorais (HILCHIE;
WUERTH; HANCOCK, 2013; LIN et al., 2010a, 2010b). Ainda assim,
pouco se sabe sobre essas moléculas e se necessita de mais esforcos de
pesquisa para elucidar as capacidades desses complexos efetores.



62



63

7. PRINCIPAIS RESULTADOS

- Confirmou-se a existéncia de stylicinas no camaréo Litopenaeus
vannamei e se concluiu que essas formam uma familia diversa de
peptideos antimicrobianos aniénicos (AAMPSs) em camardes.

- As stylicinas de L. vannamei estdo divididas em, pelo menos,
dois principais grupos (Grupo 1: Litvan STY1-1 e Litvan STY1-2;
Grupo 2: Litvan STY2) com sequéncias e propriedades bioquimicas
distintas.

- A expressdo dos dois grupos de stylicinas foi detectada em
diversos 6rgdos do camardo, mas essa distribuicdo parece ser o resultado
da infiltragdo de hemacitos nos tecidos.

- A expressdo desses AMPs se mostrou diferencialmente
modulada nos hemdcitos frente a infec¢des pela bactéria Vibrio harveyi
ATCC 14126, mas ndo pelo WSSV.
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8. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

8.1. CONCLUSAO

- As stylicinas compreendem uma familia diversa de AAMPs em
Litopenaeus vannamei, cujos membros sdo expressos nos hemdacitos e
diferencialmente modulados frente a infecgdes bacterianas.

8.2. PERSPECTIVAS
- Confirmar a autenticidade das stylicinas de L. vannamei por
clonagem molecular e sequenciamento.

- Sintetizar, em sistema recombinante, as stylicinas L. vannamei e
avaliar suas atividades antimicrobianas in vitro.

- Realizar o silenciamento pds-transcicional de stylicinas e
analisar suas funcdes bioldgicas in vivo.
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APENDICE A - Imunolocalizag&o de stylicinas em Litopenaeus
vannamei.

@s&

Cortes logitudinais (A) e transversais (B) do abdome de camardes juvenis
corados com hematoxilina-eosina. (C) Imunodetecgdo de actina (controle
positivo da técnica) no tecido muscular abdominal. (D) Controle negativo (sem
incubagcdo com anticorpos primarios). (E-F) Imunodeteccdo de stylicinas
utilizando-se anticorpos policlonais dirigidos contra a Ls-Stylicinl de
Litopenaeus stylirostris (ROLLAND et al., 2010). Os anticorpos foram
gentilmente cedidos pela Dra. Evelyne Bachere (Ifremer, Franca). As setas
indicam células circulantes infiltradas nos tecidos. IM: Intestino médio e MS:
Musculo.



