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RESUMO

A modulagdo da expressdo génica de proteinas envolvidas nas respostas
antifungicas em camardes Litopenaeus vannamei e Farfantepenaeus
paulensis foi avaliada apds infeccdo experimental com esporos de
Fusarium solani. Camardes F. Eaulensis foram desafiados com uma
dose nao-letal de esporos (6 x 10° esporos/ml) e a expressdo da proteina
de reconhecimento de fungos BGBP ndo foi alterada em resposta a essa
infeccdo branda. J& camardes L. vannamei desafiados com dose letal de
esporos (10° esporos/ml) de F. solani apresentaram uma queda
significativa na expressdo da BGBP, da pro-fenoloxidase (proPO), dos
subgrupos 2, 3 e 4 da peneidina (PEN 2, PEN 3, PEN 4) e da stylicina,
indicando o envolvimento do fungo na deplecdo do nivel de transcritos
dessas moléculas de defesa. Uma superexpressdo génica da proteina que
reconhece LPS e pB-1,3-glicanas (LGBP) e do fator
antilipopolissacarideo (ALF) foi também encontrada nesses animais,
sugerindo o envolvimento destas proteinas na fase aguda da infecgéo por
F. solani. Paralelamente, camarfes L. vannamei injetados com dsRNA
especifico para a LGBP apresentaram silenciamento de 18% a 95% em
2 e 3 dias, respectivamente, ap6s a inje¢do de duas doses sequenciais de
dsRNA. Esses resultados, no entanto, ndo foram reproduzidos em
animais provenientes de uma fazenda de cultivo, sugerindo que exista
uma resposta diferenciada associada a ativacdo prévia do sistema
imunolégico de acordo com as condi¢gdes ambientais. Os resultados
deste estudo apontam para um potencial envolvimento das moléculas
imunoefetoras proPO, PEN 2, PEN 3, PEN 4, ALF e stylicina na defesa
antiflngica de camarfes L. vannamei, e representam uma contribuicéo
pioneira para um maior conhecimento das respostas moleculares
desencadeadas por camardes frente a uma infec¢do por F. solani, um
reconhecido patégeno oportunista dos peneideos.

Palavras-chave: Litopenaeus vannamei, imunologia de crustaceos,
Fusarium solani, expressdo génica, defesa antifungica, RNA de
interferéncia.



ABSTRACT

Expression of genes related to antifungal defense in shrimp Litopenaeus
vannamei and Farfantepenaeus paulensis was analysed upon an
experimental infection with Fusarium solani. Shrimp F. paulensis were
challenged with a nonlethal dose of spores (6 x 10° spores/ml) and the
expression of the fungal recognition protein BGBP was not significant
modulated in response to this mild infection. Shrimp L. vannamei
challenged with a lethal dose (108 spores/ml) of F. solani spores showed
a significant decrease in expression of BGBP, prophenoloxidase
(proP0O), penaeidin subgroups 2, 3 and 4 (PEN 2, PEN 3, PEN 4) and
stylicin, indicating the involvement of the fungus in the down-regulation
of these defense molecules. An overexpression of the protein that
recognizes LPS and p-1,3-glucans (LGBP) and the anti-
lipopolysaccharide factor (ALF) was observed in these animals,
suggesting the involvement of these proteins in the acute phase of
infection by F. solani. In parallel, shrimp L. vannamei injected with
dsRNA specific to LGBP showed silencing of 18% to 95% in 2 and 3
days, respectively, after the injection of two sequential doses of
dsRNA. These results, however, were not reproduced in animals from a
shrimp farm, suggesting a differential response due to a prior activation
of the immune system according to the environmental conditions. The
results of this study indicate a potential involvement of the immune
effector molecules proPO, PEN 2, PEN 3, PEN 4, ALF and stylicin in
antifungal defense in shrimp L. vannamei, and represent a contribution
to a better understanding of molecular responses triggered by shrimp
against Fusarium solani infection, a recognized penaeid opportunistic
pathogen.

Keywords: Litopenaeus vannamei, crustacean immunology, Fusarium
solani, gene expression, antifungal defense, RNA interference.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Mecanismos de defesa envolvidos na neutralizacdo e
destruigdo dos patdgenos em invertebrados. 5

Figura 2. Esquema explicativo do desenho experimental.
18

Figura 3. Mortalidade cumulativa dos camarées infectados com 6 x 10°
(dose ndo-letal; 0% mortalidade), 10 (dose subletal; 43%
mortalidade) e 10°® (dose letal; 100% mortalidade) esporos/ml do
fungo filamentoso Fusarium solani. 22

Figura 4. Sinais clinicos decorrentes da infeccdo experimental de
camardes L. vannamei com 10" esporos/ml de F. solani. 23

Figura 5. Perfil eletroforético em gel de agarose do fragmento
amplificado (550 pb) correspondente & regido do espago transcrito
interno do rDNA de Fusarium solani (ITS). 24

Figura 6. Expressdo relativa da proteina que se liga a B-1,3-glicanas
(BGBP) no hepatopancreas de camarfes infectados com F. solani.
25

Figura 7. Expressdo relativa da proteina que se liga a LPS e B-1,3-
glicanas (LGBP) no hepatopancreas e hemdcitos de camardes L.
vannamei infectados com dose letal de F. solani. 26

Figura 8. Expressdo relativa da pro-fenoloxidase (proPO) nos
hemécitos de camardes L. vannamei infectados com dose letal de F.
solani. 27

Figura 9. Expressao relativa da peneidina 2 (PEN 2) nos hemocitos de
camardes L. vannamei infectados com dose letal de F. solani. 28

Figura 10. Expressdo relativa da peneidina 3 (PEN 3) nos hemdécitos de
camardes L. vannamei infectados com dose letal de F. solani. 29

Figura 11. Expressao relativa da peneidina 4 (PEN 4) nos hemdcitos de
camardes L. vannamei infectados com dose letal de F. solani. 30



12

Figura 12. Expressdo relativa do fator antilipopolissacarideo (ALF) nos
hemécitos de camarfes L. vannamei infectados com dose letal de F.
solani. 31

Figura 13. Expressdo relativa da stylicina nos hemdcitos de camardes L.
vannamei infectados com dose letal de F. solani. 32

Figura 14. Esquema explicativo do desenho experimental do
silenciamento génico. 52

Figura 15. Perfil eletroforético em gel de agarose do fragmento
amplificado correspondente a LGBP (399 pb) e ao gene de referéncia
B-actina (800 pb) do hepatopéncreas de L. vannamei. 55

Figura 16. Perfil eletroforético em gel de agarose do fragmento
amplificado correspondente a B-actina (800 pb) e LGBP (399 pb) do
hepatopéancreas de L. vannamei. 55

Figura 17. Mortalidade cumulativa dos camarfes L. vannamei nos
grupos G1: injetados apenas com SSP; G2: injetados com SSP e
infectados com esporos de F. solani; G3: injetados com dsRNA
LGBP de L. vannamei (dsSRNA LGBP); G4: injetados com dsRNA
LGBP e infectados com esporos de F. solani. 56



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Propriedades antimicrobianas das diferentes familias de
peptideos antimicrobianos (AMPs) encontradas em crustaceos. 12

Tabela 2. Pares de iniciadores utilizados nas analises de expressao
em gPCR de genes relacionados ao sistema imune em
Litopenaeus vannamei. 20

Tabela 3. Pares de iniciadores utilizados na sintese dos dsRNAs
BGBP e LGBP e na confirmag¢do do silenciamento génico
especifico. 50



LISTA DE ABREVIATURAS

ALF — Fator antilipopolissacarideo

AMP — Proteinas/peptideos antimicrobianos (do inglés, antimicrobial
proteins/peptides)

BGBP — Proteina que se liga a -1,3-glicanas (do inglés, $-1,3-glucan
binding protein)

dsRNA — RNA dupla fita (do inglés, double-stranded RNA)

dsRNA BGBP — RNA dupla fita correspondente a uma sequéncia parcial
do gene codificante para a BGBP/HDL de L. vannamei

dsRNA LGBP — RNA dupla fita correspondente a uma sequéncia
parcial do gene codificante para a LGBP de L. vannamei

EST — Do inglés, expressed sequence tag

GBP — Proteina que se liga a glicanas (do inglés, glucan binding
protein)

HDL - Lipoproteina de alta densidade (do inglés, high density
lipoprotein)

hRNA — Fita de RNA em forma de grampo (do inglés, hairpin RNA)
IHHNV — Virus da Necrose Hipodérmica e Hematopoietica (do inglés,
Infectious Hypodermal and Hematopoietic Necrosis Virus)

IMNV - Virus da Mionecrose Infecciosa Muscular (do inglés, Infectious
Myonecrosis Virus)

ITS — Espaco transcrito interno do rDNA (do inglés, internal
transcribed spacer)

LBP - Proteina que se liga a lipopolissacarideos (do inglés,
lipopolysaccharide binding protein)

LGBP - Proteina que se liga a lipopolissacarideos ¢ -1,3-glicanas
inglés, lipopolysaccharide and p-1,3-glucan binding protein)

LPS — Lipopolissacarideos

LTA — Acido lipoteicéico (do inglés, lipoteichoic acid)

MAS — Solucdo anticoagulante Alsever modificada

miRNA — MicroRNA

PAMPs — Padrdes moleculares associados aos patdégenos (do inglés,
pathogen-associated molecular patterns)

PCR — Reagdo em cadeia da polimerase

PEN — peneidina

PGN — Peptidoglicanas

PO — Fenoloxidase

proPO — Pro-fenoloxidase

PRPs — Proteinas de reconhecimento de padrdo (do inglés, pattern-
recognition proteins)

PRRs — Receptores de reconhecimento de padrdo (do inglés, pattern-
recognition receptors)



PTGS - Silenciamento génico pos-transcricional (do inglés, post-
transcriptional gene silencing)

RISC — Complexo multiproteico de silenciamento induzido por RNA
(do inglés, RNA-induced silencing complex RNA)

ROIS — Espécies reativas de oxigénio (do inglés, reactive oxygen
intermediates)

RNAI — RNA de interferéncia

RNAmM — RNA mensageiro

RNIs — Espécies reativas de nitrogénio (do inglés, reactive nitrogen
intermediates)

SID-1 - Do inglés, systemic interference defective 1

siRNA — Pequeno RNA interferente (do inglés, short interfering RNA)
SPF — Livres de patdgenos especificos (do inglés, specific pathogen
free)

SSP — Solugéo tampao estéril para peneideos

sSRNA — RNA de fita simples (do inglés, single-strand RNA)

TGS — Silenciamento génico transcricional (do inglés, transcriptional
gene silencing)

TSV — Virus da Sindrome de Taura (do inglés, Taura Syndrome Virus)
VIRNA — RNA viral (do inglés, viral RNA)

WSSV - Virus da Sindrome da Mancha Branca (do inglés, White Spot
Syndrome Virus)

YHV - Virus da Cabeca Amarela (do inglés, Yellow Head Virus)






SUMARIO
INTRODUGAO GERAL
CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

2.2 Objetivos especificos

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

3.2 Cultura de Fusarium solani e preparo do in6culo

3.3 Infeccdo experimental dos camardes com Fusarium solani
3.4 Coleta de tecidos

3.5 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

3.6 Analise da expressdo de genes relacionados com a defesa
antiflngica, ap6s desafio com Fusarium solani

3.7 Analises estatisticas

4. RESULTADOS

4.1 Infecgdo experimental de L. vannamei por Fusarium solani
4.2 Expressdo de genes imunoldgicos

4.2.1 Proteina que se liga a f-1,3-glicanas (BGBP)

4.2.2 Proteina que se liga a LPS e B-1,3-glicanas (LGBP)
4.2.3 Pro-fenoloxidase (proPO)

4.2.4 Peneidina 2 (PEN 2)

4.2.5 Peneidina 3 (PEN 3)

4.2.6 Peneidina 4 (PEN 4)

4.2.7 Fator antilipopolissacarideo (ALF)

4.2.8 Stylicina

5. DISCUSSAO

CAPITULO 2

1. INTRODUCAO

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

2.2 Objetivos especificos

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

15
15
15
15
15
16
16
17
18

19
21
21
21
24
24
26
27
28
29
30
31
31
33

45
49
49
49
49
49



3.2 Sintese do dsRNA homoélogo a sequéncia da BGBP/HDL e LGBP

49
3.3 Silenciamento da expressdao da BGBP/HDL e LGBP por RNA de
interferéncia 50
3.4 Infeccdo experimental dos camares com Fusarium solani 52
3.5 Coleta de tecidos, extracdo de RNA e sintese de cDNA 53
3.6 Verificacdo do silenciamento génico das proteinas de
reconhecimento de fungos: BGBP/HDL ¢ LGBP 53
4. RESULTADOS 54
5. DISCUSSAO 56
CONCLUSOES E PERSPECTIVAS 65

REFERENCIAS 68



INTRODUCAO GERAL

Os crustaceos constituem um grupo zool6gico antigo e bem
sucedido, composto por mais de 42.000 espécies, sendo a maioria
aquatica. Dentre eles, destacam-se o0s representantes da Ordem
Decapoda, como as lagostas, lagostins, caranguejos, siris e camardes,
cujo interesse particular estd na alimentacdo humana (Barracco et al.,
2008).

Atualmente cerca de 50% dos camarfes consumidos no mundo
sdo provenientes da carcinicultura e seu cultivo representa uma
alternativa de producdo répida e em alta escala para alimentagdo
humana, contribuindo ainda para a conservacao dos estoques naturais de
camar@es, atualmente comprometidos pela pesca indiscriminada e
destruigdo dos ecossistemas aquaticos (FAO, 2008).

Dentre os camardes marinhos atualmente cultivados, destacam-se
0s peneideos Litopenaeus vannamei, Penaeus monodon e
Fenneropenaeus chinensis (FAO, 2010). Devido as suas notveis
caracteristicas zootécnicas, L. vannamei se tornou a espécie mais
cultivada mundialmente na atualidade. Essa espécie, conhecida como
camardo branco do Pacifico, distribui-se naturalmente no Oceano
Pacifico ocidental desde a provincia de Sonora, México, até o sul de
Tumbes, Peru (Perez-Farfante; Kensley, 1997).

No Brasil, L. vannamei foi introduzido na década de 80 na regido
Nordeste, porém seu cultivo foi consolidado somente na década
seguinte. O cultivo dessa espécie exoética foi também estabelecido nas
regides de clima subtropical do Brasil, como o Sul e 0 Sudeste, em
substituicdo ao cultivo das espécies nativas Farfantepenaeus paulensis e
Litopenaeus schmitti, o qual ndo se mostrou competitivo, em funcéo da
baixa produtividade e rendimento econémico (Seiffert, comunicacéo
pessoal). L. vannamei, por sua vez, apresenta caracteristicas zootécnicas
propicias para o cativeiro, como um elevado grau de rusticidade no
manejo, taxa de crescimento uniforme, facil adaptabilidade e reproducéo
satisfatoria em laboratdrio (FAO, 2007).

A producgdo de camarbes marinhos em escala comercial requer a
intensificacdo dos sistemas de cultivo, necessitando de maiores
investimentos e cuidados no manejo. As restricbes mais frequentemente
observadas em relacdo a essa pratica sdo de ordem ambiental
(degradacdo do ambiente e agua impropria), nutricional e sanitaria
(Kautsky et al.,, 2000). Atualmente, as doencas infecciosas sdo
consideradas o principal fator limitante para o sucesso da carcinicultura



a nivel mundial, sendo capazes de ameacar sua sustentabilidade e
expansdo (Lightner, 2011).

Os animais em cativeiro, ndo raro, sdo acometidos por
enfermidades causadas por protozodrios, bactérias, fungos e virus, as
quais podem dizimar populagbes inteiras e causar sérias perdas
econdmicas. A exemplo disso tem-se 0 recente episédio ocorrido em
nosso estado, onde o virus da sindrome da mancha branca (WSSV; do
inglés, white spot syndrome virus) dizimou em 2005 cerca de 75% do
cultivo catarinense de L. vannamei (Winckler da Costa, comunicagdo
pessoal). No Nordeste brasileiro, onde se concentra 95% da producéo
nacional de camarbes marinhos, outro virus, denominado virus da
mionecrose infecciosa (IMNV; do inglés, infectious myonecrosis virus)
também causou sérios prejuizos ao setor desde a sua detecgdo, em 2002
(Nunes et al., 2004). Em 2004, quando a a¢do do IMNV se expandiu por
varios estados produtores do Nordeste, a perda na producao atingiu 40%
(Nunes et al., 2011).

Além dos virus, bactérias e protozodrios, os camardes marinhos
podem também ser vulneraveis as infec¢bes flngicas, especialmente
aquelas causadas pelo fungo filamentoso Fusarium solani. Esse fungo
possui distribuicdo mundial sendo comumente encontrado no solo, em
plantas, na agua doce e também em ambientes marinhos (Lightner,
1996).

F. solani é considerado um patdgeno oportunista e, como tal,
infecta com maior facilidade camardes que se encontram debilitados por
outra enfermidade, ou ainda que estejam submetidos a diferentes fatores
de estresse, como altas densidades populacionais, baixa qualidade da
agua e nutricao inadequada (Pantoja; Lightner, 2008). Além de infectar
camardes cultivados e ser encontrado em ambiente natural, F. solani é
também um patégeno comum de plantas e ocasionalmente de animais
terrestres (Lightner, 1996).

Uma vez estabelecida a infeccdo por Fusarium spp., conhecida
por fusariose ou “doenca das branquias negras”, observa-se nos
camarBes o rapido estabelecimento de lesdes melanizadas sobre a
cuticula, apéndices e/ou branquias, decorrentes de uma resposta
inflamat6ria intensa nesses locais. A infeccdo compromete a
transferéncia de gases nas branquias, dificultando a locomocgdo, a
alimentacéo e a reproducdo dos animais (Morales Covarrubias, 2004).
Tais lesfes servem ainda como porta de entrada para outros patégenos
oportunistas secundarios, como as bactérias do género Vibrio, fato que
agrava o quadro sintomatol6gico da doenca (Pantoja; Lightner, 2008).



Os crustaceos, assim como os demais invertebrados, apresentam
apenas o sistema imune inato ou natural, sendo, portanto, desprovidos
do sistema imune adaptativo altamente especifico, composto por células
linfociticas (linfocitos T e B), receptores, anticorpos e€ memoria
imunoldgica a longo prazo, existentes nos vertebrados. A falta de um
sistema imune adaptativo resulta na impossibilidade de se desenvolver
vacinas, diminuindo de forma substancial os meios de prevengdo e
controle de doencas nesses animais. Essa limitacdo crucial faz com que
as infeccBes por micro-organismos patogénicos sejam particularmente
ameacadoras para esses animais (Barracco et al., 2008).

Apesar de contarem apenas com o sistema imune inato, 0S
mecanismos imunologicos desencadeados pelos crustaceos sao
extremamente rapidos e eficientes, o que lhes permite resistir e eliminar,
na maioria dos casos, uma grande variedade de micro-organismos e
parasitas de seu organismo (S6derhall; Cerenius, 1998; Barracco et al.,
2008).

O sistema imune dos crustaceos esta intimamente ligado ao seu
sangue ou hemolinfa, o qual consiste de uma fracdo celular (hemdcitos)
e de uma fracdo liquida (plasma), onde estdo dissolvidos os fatores
humorais. As respostas imunes celulares e humorais atuam em
sinergismo, protegendo-os de invasdes e infecgfes microbianas e
parasitarias.

A hemolinfa dos crustdceos contém moléculas capazes de
discriminar eficientemente o préprio do nado-proprio e, assim,
desencadear mecanismos que resultem na neutralizacdo e/ou destruicdo
dos micro-organismos e parasitas invasores. As respostas de defesa sdo
desencadeadas a partir do contato e reconhecimento do patégeno ou dos
seus componentes por proteinas/receptores de reconhecimento de padréo
(PRPs; do inglés, pattern recognition proteins).

As PRPs sdo moléculas produzidas pelo hospedeiro que
reconhecem e interagem com padrGes moleculares expressos
exclusivamente na superficie dos micro-organismos e que estdo ausentes
no hospedeiro (PAMPs; do inglés, pathogen-associated molecular
patterns). Essas proteinas podem ser secretadas para o plasma ou
estarem localizadas na membrana ou citosol das células
imunocompetentes. Quando associadas as membranas, as PRPs sdo
usualmente chamadas de PRRs (do inglés, pattern-recognition
receptors) (Lee; Soderhall, 2002; Barracco et al., 2008).

Em invertebrados, os principais PAMPs reconhecidos por PRPs
sdo: lipopolissacarideos (LPS) presentes na parede celular de bactérias
Gram-negativas, peptidoglicanas (PGN) de bactérias Gram-positivas, -



1,3-glicanas de fungos, RNA de dupla fita (dsSRNA,; do inglés, double-
stranded RNA) produzido durante a replicacdo de varios virus, RNA de
fita simples (ssSRNA; do inglés, single-strand RNA) e motivos CpG
(DNA nédo-metilado) de micro-organismos (Loker et al., 2004).

Dentre as PRPs identificadas e caracterizadas nos crustaceos,
destacam-se as lectinas, que reconhecem acucares especificos da
superficie de diferentes micro-organismos, a LBP (do inglés,
lipopolysaccharide  binding protein)  que  interage  com
lipopolissacarideos (LPS) da parede de bactérias Gram-negativas, as
BGBP (do inglés, f-1,3-glucan binding protein) e GBP (do inglés,
glucan binding protein) que se ligam a B-1,3-glicanas da parede de
fungos, a LGBP (do inglés, lipopolysaccharide and p-1,3-glucan
binding protein) e a mas-like (masquerade-like protein) que reconhece
tanto LPS como B-1,3-glicanas (Jiravanichpaisal et al., 2006).

Uma vez dentro do hospedeiro, os padrfes moleculares dos
patdgenos sdo reconhecidos pelas suas respectivas PRPs. Em crustaceos,
tal interacdo promove a ativacdo dos hemadcitos, que migram para 0s
sitios de infeccdo onde sdo desencadeadas diferentes respostas imune-
celulares, além da modulacdo da expressdo de genes imunoldgicos
especificos (Figura 1).

Conforme dito anteriormente, durante as infecgbes, LPS e
peptidoglicanas de bactérias, e -1,3-glicanas da parede de fungos se
ligam a receptores dos hemdcitos granulares, diretamente ou através de
PRPs, e induzem uma degranulacdo ou exocitose regulada, com
liberacdo de varias moléculas imunoefetoras, entre as quais estdo as
proteinas e/ou peptideos antimicrobianos (AMPs; do inglés,
antimicrobial proteins/peptides) e moléculas componentes do sistema
pré-fenoloxidase (proPO).

O sistema proPO é tido como um importante mecanismo de
reconhecimento do ndo-proprio, uma vez que é ativado por componentes
da superficie de micro-organismos, e representa, assim, uma das
principais respostas imunoefetoras dos crustaceos (Cerenius; Soéderhéll,
2004; Barracco et al., 2008).
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Figura 1. Mecanismos de defesa envolvidos na neutralizagdo e destrui¢do dos
patdgenos em invertebrados. Adaptado de Barracco et al., 2008.

Uma vez ocorrida a ativacdo do sistema proPO, inicia-se uma
cascata proteolitica, a qual gera transitoriamente moléculas altamente
toxicas, como as quinonas, hemiquinonas e radicais livres sendo a
melanina o produto final dessa via. A melanina, por sua vez,
corresponde a um pigmento escuro e insollvel comumente observado
em injdrias ap6s o desencadeamento do processo inflamatério, como no
caso das lesdes negras encontradas em tecidos de camardes infectados
por F. solani. Esse pigmento parece ter uma atividade fungistatica
(Cerenius; Soderhéll, 2004), podendo ainda funcionar como scavenger
de radicais livres gerados no sistema (Nappi; Vass, 1993; Nappi;
Ottaviani, 2000).

Dentre os mecanismos envolvidos na neutralizacdo e destruicdo
dos patdgenos, destacam-se: (1) sistema fagocitico e de encapsulamento;
(2) ativacdo dos componentes do sistema proPO; (3) producdo de
compostos liticos e microbicidas, como as espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio (ROIs e RNIs; do inglés, reactive oxygen intermediates e
reactive nitrogen intermediates, respectivamente); (4) producdo de
moléculas imunoefetoras, como as proteinas e/ou peptideos
antimicrobianos (AMPS) que apresentam geralmente uma atividade
microbicida rapida e potente contra um amplo espectro de micro-



organismos; (5) sistema de coagulacdo da hemolinfa; (6) sistema de
reconhecimento mediado por proteinas de reconhecimento de padréo;
(7) sistemas antivirais mediados por RNA de interferéncia, citocinas
analogas a interferons e apoptose; e (8) modulagdo da expressdo de
genes imunologicos especificos (Perazzolo et al., in press).

O presente trabalho aborda a resposta imunoldgica de camardes
frente & infeccdo pelo fungo F. solani. Os resultados desse estudo seréo
apresentados e discutidos em dois capitulos. No Capitulo 1 serdo
apresentados os dados de modulagdo da expressdo dos genes
codificantes para as principais moléculas imunoldgicas relacionadas
com a defesa antifingica em crustdceos. No Capitulo 2 serdo
apresentados os resultados da tentativa de silenciamento das proteinas
de reconhecimento de fungos, PGBP e LGBP, através da técnica de
RNA de interferéncia.



CAPITULO 1

Analise da expressdo de genes imunoldgicos envolvidos na defesa
antifingica






1. INTRODUCAO

O reconhecimento de fungos em crustaceos é realizado por duas
PRPs capazes de se ligar a B-1,3-glicanas, carboidratos encontrados na
sua parede celular: BGBP (do inglés, $-1,3-glucan binding protein) e
LGBP (do inglés, lipopolysaccharide and p-1,3-glucan binding protein).
A BGBP ¢ uma lipoproteina de alta densidade (HDL; do inglés, high
density lipoprotein) bifuncional, envolvida simultaneamente no
transporte de lipideos e no reconhecimento de fungos (BGBP/HDL)
(‘Yépiz-Placencia et al., 1998; Vargas-Albores; Yépiz-Placencia, 2000).

No lagostim Pacifastacus leniusculus, a interagdo da BGBP com
B-glicanas leva a formac¢do de um complexo (BGBP-glicanas) que se
liga a receptores encontrados na membrana dos hemdcitos (Duvic;
Soderhdll, 1990; 1992). A partir dessa ligagao observa-se o processo de
ativacdo celular, que resulta no espraiamento e degranulacéo parcial dos
hemdcitos granulares (Barracco et al., 1991), liberando vérias moléculas
imunolégicas, dentre elas as componentes do sistema proPO (Cerenius
et al., 1994; Vargas-Albores et al., 1996).

A BGBP ja foi identificada em varios crustaceos, entre eles, nos
lagostins P. leniusculus (Duvic; Soderhal, 1990; Cerenius et. al., 1994),
Astacus astacus e Procambarus clarkii (Duvic; Soderhall, 1993), no
caranguejo Carcinus maenas (Thornqvist et al., 1994) e nos camardes
marinhos Farfantepenaeus californiensis (Vargas-Albores et al., 1996),
Litopenaeus stylirostris (Vargas-Albores et al., 1997), L. vannamei
(Vargas-Albores et al., 1997; Yépiz-Plascencia et al., 1998; Jimenez-
Vega et al., 2002; Romo-Figueroa et al., 2004), P. monodon
(Sritunyalucksana et al., 2002) e F. chinensis (Lai et al., 2011). Mais
recentemente, a BGBP dos camardes nativos F. paulensis e L. schmitti
foi purificada e caracterizada bioquimicamente, em nosso laboratério,
como uma proteina homdloga a BGBP de L. vannamei (Goncalves et al.,
em preparacao).

Nos primeiros estudos, a BGBP de crustaceos foi caracterizada
como sendo uma proteina plasmatica sintetizada pelo hepatopéancreas
(Cerenius et al., 1994a; Yepiz-Plascencia et al., 2000). No entanto,
estudos posteriores revelaram que os transcritos da BGBP de L.
vannamei podem também ser encontrados nos hemdcitos, 6rgdo
linfoide, branquias, coracdo, estbmago, epitélio do intestino, ganglios
neurais e misculos (Romo-Figueroa et al., 2004; Wang et al., 2007). Por
outro lado, uma outra proteina que se liga a B-1,3-glicanas em P.
monodon, a GBP, foi identificada apenas nos hemdcitos
(Sritunyalucksana et al., 2002). Ja uma BGBP de F. chinensis foi
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encontrada sendo expressa em varios tecidos além do hepatopéancreas,
como masculo, intestino, branquias e hemdcitos (Lai et al., 2011).

Diferengas no peso molecular e nos tecidos onde as BGBPs séo
expressas sugerem que as proteinas isoladas de P. monodon e F.
chinensis pertengam a outras classes de PRPs especificas para B-1,3-
glicanas, diferentes nos aspectos bioguimicos e moleculares das
BGBPs/HDL inicialmente identificadas nos crustaceos. Dessa forma,
pode-se inferir que os crustaceos devam possuir pelo menos trés
diferentes classes de BGBPs: (1) GBP: proteina de 32 kDa expressa
exclusivamente nos hemacitos; (2) BGBP/HDL: proteina de 95-110 kDa
expressa predominantemente no hepatopancreas; (3) BGBP: proteina de
241 kDa detectada principalmente no musculo (Goncalves et al., em
preparacgao).

Assim como as BGBP/HDLs, as LGBPs também participam da
ativagdo do sistema proPO no lagostim P. leniusculus (Lee et al., 2000)
e no camardo L. stylirostris (Roux et al., 2002), a partir da ligacao dessa
PRP aos PAMPs LPS e/ou B-1,3,glicanas. As LGBPs dos crustaceos sdo
proteinas pequenas (36-46 kDa) produzidas nos hemdcitos (Liu et al.,
2009) e no hepatopéncreas destes animais (Roux et al., 2002; Cheng et
al., 2005). Essa PRP ja foi isolada por abordagem gendmica em algumas
espécies de camarBes peneideos: L. stylirostris (Roux et al., 2002), L.
vannamei (Cheng et al., 2005) e F. chinensis (Du et al., 2007; Liu et al.,
2009).

A partir do reconhecimento dos diferentes PAMPs, diversas
moléculas imunoefetoras sdo ativadas e agem sobre o patégeno a fim de
neutralizd-lo e/ou destrui-lo. Dentre as principais moléculas
imunoefetoras envolvidas na destruicdo de micro-organismos estdo as
proteinas e/ou peptideos antimicrobianos (AMPS).

Os AMPs sdo componentes essenciais do sistema imune inato e
podem apresentar atividade microbicida rapida e potente contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos filamentosos,
leveduras e, em alguns casos, também contra protozoarios e virus
envelopado (Reddy et al., 2004; Brogden, 2005). Essas moléculas sdo
expressas  constitutivamente nos  hemdcitos granulares  e/ou
semigranulares dos crustaceos, sendo armazenadas em seus granulos.
Quando os camardes sofrem alguma injdria ou sdo expostos a desafios
microbianos, os hemacitos granulares e/ou semigranulares migram para
o sitio de infeccdo, onde os AMPs séo liberados para destruir ou evitar a
entrada dos micro-organismos (Rosa; Barracco, 2010).

Tais efetores imunoldgicos sdo classicamente descritos como
moléculas anfipaticas, apresentando uma regido altamente catidnica e
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uma regido hidrofébica, e de baixo peso molecular (<10 kDa, entre 15-
100 residuos de aminoacidos) (Brogden, 2005; Yount et al., 2006).

O mecanismo de acdo dos AMPs se manifesta geralmente sobre
as membranas dos micro-organismos, provocando a sua
desestabilizacdo, seja por uma atividade detergente ou formadora de
poros. O carater anfipatico de muitos AMPs facilita a interagdo
eletrostatica dessas moléculas com os fosfolipideos aniénicos e insercéo
nas membranas dos micro-organismos, levando ao desequilibrio de suas
funcBes. A insercdo dos AMPs na bicamada lipidica dos micro-
organismos forma grandes poros, resultando no extravasamento do
contelido citoplasméatico e culminando na destruicdo do micro-
organismo (Bulet et al., 2004; Brogden, 2005; Yount et al., 2006).
Outras classes de AMPs podem ser interiorizadas e interferir nas
diferentes vias metabdlicas essenciais ao ciclo de vida dos micro-
organismos, como a sintese de macromoléculas importantes (Kamysz et
al., 2003; Brogden, 2005; Yount et al., 2006).

Diferentes familias de AMPs tem sido caracterizadas em
crustaceos, como apresentado pela Tabela 1. Dentre essas, as principais
familias de AMPs com atividade antifingica sdo as peneidinas
(Destoumieux et al., 1997), os fatores anti-lipopolissacarideos (ALF; do
inglés, anti-lipopolysaccharide factor) (Gross et al., 2001; Supungul et
al., 2002) e as stylicinas (Rolland et al., 2010). Uma vez que o presente
trabalho trata da expressdo de AMPs durante uma infeccdo flngica,
abaixo serdo fornecidas caracteristicas dessas trés familias.

As peneidinas sdo AMPs encontrados exclusivamente em
camarGes marinhos da familia Penaeidae e correspondem a maior
familia de AMPs encontrados em camardes (Tassanakajon et al., 2010).
As peneidinas estdo subdivididas em quatro subgrupos (PEN 2, PEN 3,
PEN 4 e PEN 5) de acordo com a sua sequéncia aminoacidica primaria e
com a posicdo especifica de 8 residuos conservados de aminoacidos
(Gueguen et al., 2006; Kang et al., 2007).

Esses AMPs apresentam um amplo espectro de atividade
antimicrobiana, sendo potentes contra bactérias Gram-positivas
(Destoumieux et al., 1997) e fungos filamentosos (Destoumieux et al.,
1999), e possuindo também atividade moderada contra bactérias Gram-
negativas (Li et al., 2005).
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Tabela 1. Propriedades antimicrobianas das diferentes familias de peptideos
antimicrobianos (AMPs) encontradas em crustaceos. Adaptado de Rosg;
Barracco, 2010.

Bactérias Fungos
Familias de AMPs Gram- Gram- .
.. . Filamentosos Leveduras
positivas  negativas
Bac-like Hxx ** NT NT
Callinectina NT Fhx NT NT
Astacidina 2 Fxk fale NT NT
Armadilidina Fhx NA NT NT
Homarina NA *x NT NT
Defensina NT NT NT NT
ALF * k% * k% *k*k NA
Scygonadina ** NA NA NA
Peneidina
Subgrupo 2 (PEN 2) falaie NA fakea NA
Subgrupo 3 (PEN 3) falakel NA il bl
Subgrupo 4 (PEN 4) falele NA falele Fhx
Subgrupo 5 (PEN 5) falele ** falele NT
Crustina
Tipo | Fhx NA NA *
Tipo Il Fhx * * NT
TIpO I I I *k%k *k%k ** **
Hyastatina faleie ** NA **
Arasina Fhx ** NT NT
Stylicina NA * faleel NA
Hls.tonas e fragmentos e NT NT NT
derivados
Peptideos derivados da hemocianina
Astacidina 1 ol fale NT NT
PvHCt/PsHCt1/PsHCt2 NA NA faleia NT

Concentragao inibitéria minima (MIC): *** até 10 uM; ** 10-20 uM; * 20-40 uM.
NT: ndo testado.
NA: ndo ativo (MIC>40 pM).
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Peneidinas foram clonadas e caracterizadas em inimeras espécies
de peneideos: L. vannamei (Destoumieux et al., 1997; Cuthbertson et al.,
2002), Litopenaeus setiferus (Bartlett et al., 2002; Cuthbertson et al.,
2004), Marsupenaeus japonicus (Rojtinnakorn et al., 2002), P.
monodon (Supungul et al., 2002; Chen et al., 2004; Ho et al., 2004;
Chiou et al., 2005), L. stylirostris (Mufioz et al, 2004), F.
chinensis (Kang et al., 2004), L. schmitti (Barracco et al., 2005), F.
paulensis (Barracco et al., 2005) e Fenneropeneaus indicus (Shanthi;
Vaseeharan, 2011).

No camardo L. vannamei e L. setiferus foram identificadas os
subgrupos PEN 2, PEN 3 e PEN 4 (Gross et al., 2001), sugerindo que 0s
subgrupos podem apresentar diferentes fungbes bioldgicas. Analises de
EST (do inglés, expressed sequence tag) a partir do cDNA de hemdcitos
revelaram que 10,7% das sequéncias isoladas de L. vannamei
correspondem a peneidinas, sendo o subgrupo PEN 3 o mais abundante,
representando mais de 90% dos transcritos codificantes para as
peneidinas (Destoumieux et al., 1997; Cuthbertson et al., 2002). Todos
0s trés subgrupos de peneidina encontradas em L. vannamei
apresentaram forte atividade contra bactérias Gram-positivas, levedura
Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans e os fungos filamentosos
Nectria haematococca, Neurospora crassa, Alternaria brassicola,
Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea e Aspergillus fumigatus
(Destoumieux et al., 1999) (Tabela 1).

A atividade antifiingica das peneidinas contra diferentes espécies
de fungos parece estar associada a inibicdo da germinagédo dos esporos e
do crescimento do fungo (Destoumieux et al., 1999). Tal atividade pode
estar relacionada a um dominio localizado na porcdo C-terminal das
peneidinas, o qual permite a ligacdo desse AMP a quitina,
polissacarideo também encontrado na parede celular de fungos (Raikhel
et al.,, 1993; Destoumieux et al., 2000). A habilidade de se ligar a
quitina, além de estar envolvida na defesa antiflingica, também pode
permitir a ligacdo das peneidinas a cuticula do proprio animal, a fim de
conter as infecces e injurias na superficie corporal, ou durante os
episddios de ecdise (Bachere et al., 2004).

Outro importante grupo de AMPs dos crustaceos sdo os ALFs.
Esses AMPs foram inicialmente identificados em quelicerados (Limulus
polyphemus e Tachypleus tridentatus) e posteriormente também foram
encontrados em decapodas. Em camarfes peneideos, os ALFs foram
identificados em L. setiferus (Gross et al., 2001), P. monodon (Supungul
et al., 2004; Somboonwiwat et al., 2005; Tharntada et al., 2009), F.
chinensis (Liu et al., 2005), M. japonicus (Nagoshi et al., 2006), L.
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vannamei (de la Vega et al., 2008), F. paulensis, L. schmitti (Rosa et al.,
2007) e L. stylirostris (Tassanakajon et al., 2010).

Os ALFs sdo considerados peptideos antimicrobianos de amplo
espectro e, nos crustaceos, atuam contra bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas (Somboonwiwat et al., 2008), além de apresentam
atividade contra alguns virus humanos envelopados (Carriel-Gomes et
al., 2007) e fungos filamentosos, tais como Botrytis cinerea, Penicillium
crustosum e F. oxysporum (Somboonwiwat et al., 2005; Tassanakajon et
al.,, 2010). Os ALFs também possuem a propriedade de se unir a
lipopolissacarideos (LPS) e ao acido lipoteicoico (LTA), componentes
da superficie de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas,
respectivamente (Somboonwiwat et al., 2008).

E, por fim, uma nova classe de peptideos anidnicos foi
recentemente identificada e descrita em camardes: as stylicinas (Rolland
et al.,, 2010). Esses AMPs apresentam uma potente atividade contra
bactérias Gram-negativas e fungos filamentosos da espécie F.
oxysporum e foram caracterizados pela capacidade de se ligar tanto a
LPS quanto a -1,3-glicanas.

Como dito anteriormente, os camardes nos cultivos estdo sujeitos
a infecgdes por diferentes micro-organismos. Durante um processo
infeccioso, a modulagdo da expressdo génica de suas moléculas
imunolégicas pode indicar o envolvimento de imunoefetores e/ou
imunoreguladores no combate ao agente patogénico. Dessa forma, a
quantificacdo da expressdo de genes codificantes para tais moléculas
pode representar uma ferramenta relevante para avaliar a salde dos
camardes tanto em condigdes de cultivo, como em seu ambiente natural,
além de auxiliar na compreensdo dos mecanismos envolvidos na
interacdo patdgeno-hospedeiro.

O conhecimento sobre os mecanismos moleculares envolvendo o
sistema de defesa dos crustaceos cultivados tem criado uma necessidade
por parte dos imunologistas em compreender a modulagdo da expressao
de genes imunolédgicos durante o0s processos infecciosos. Essa
ferramenta pode ser muito importante para compreender os mecanismos
de resisténcia/susceptibilidade dos crustaceos frente a diferentes
patégenos, como também para auxiliar no desenvolvimento de
metodologias, técnicas e produtos que aumentem a resisténcia e a
sobrevivéncia dos camardes nos cultivos.

Embora existam muitos estudos a nivel mundial sobre expressdo
génica de proteinas imunoldgicas em L. vannamei, ainda sdo raras as
informacdes a respeito das respostas a nivel celular e molecular dirigida
contra fungos, uma vez que os estudos existentes sdo concentrados nas
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infeccBes virais e bacterianas. Nesse sentido, o presente trabalho
apresenta resultados da avaliacdo da expressdo génica de algumas das
principais moléculas associadas & defesa antifingica em crustaceos,
utilizando como modelo experimental camardes cultivados em Santa
Catarina (L. vannamei) e camarfes nativos (F. paulensis), que foram
experimentalmente infectados com o fungo oportunista Fusarium
solani.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar a modulacdo da expressdo génica de moléculas
envolvidas nas respostas antiflingicas de camarfes Litopenaeus
vannamei e Farfantepenaeus paulensis mediante infeccdo experimental
com Fusarium solani.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Definir doses de in6culos de F. solani capazes de provocar a
mortalidade de 0% (ndo-letal), 50% (subletal) e 100% (letal) dos
camardes em um periodo de 15 dias.

2.2.2 Avaliar o perfil de expressdo génica de oito moléculas
imunolégicas associadas ao reconhecimento (BGBP e LGBP) e as
respostas imunoefetoras (proPO, peneidina 2, peneidina 3, peneidina 4,
ALF e stylicina) contra fungos, durante o desafio com F. solani.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados nesse estudo camardes nativos da espécie
Farfantepenaeus paulensis (n = 60, peso = 6-8 g) coletados na regido de
Laguna/SC e camar@es originalmente livres de patégenos especificos
(SPF; do inglés, specific pathogen free) da espécie Litopenaeus
vannamei (n = 150, peso = 10-12 g) provenientes do Laboratorio de
Camar@es Marinhos (LCM, AQI, UFSC).

Os animais foram acondicionados em aquarios no Laboratério de
Imunologia Aplicada a Aquicultura (LIAA, BEG, UFSC), a uma taxa de
estocagem de 10-12 animais por tanque (40 litros), sob aeragdo
constante (23 * 4°C; salinidade 32-34%o) e sendo alimentados uma vez
ao dia com racdo comercial. Somente animais aparentemente saudaveis
e na fase de intermuda foram utilizados nos experimentos.
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3.2 Cultura do fungo filamentoso Fusarium solani, preparo do
inoculo e determinacao da dose letal

Culturas puras de F. solani foram gentilmente cedidas pela Dra.
Claudia Regina Batista de Souza, do Laboratério de Biologia Molecular,
Departamento de Genética, Universidade Federal do Pard. A cultura de
F. solani bem como a infec¢do experimental dos camardes foi realizada
segundo protocolo adaptado de Shockey e colaboradores (2009). Os
fungos foram mantidos em meio PDA (do inglés, potato dextrose agar)
por 10 dias a 30°C, protegidos da luz. Os esporos foram isolados a partir
da adicdo de &gua ultrapura e raspagem da superficie das coldnias. A
suspensdo de esporos resultante foi filtrada com gaze dupla esterilizada
para remocao do micélio do patégeno, e entdo centrifugada a 500 xg por
10 min. O precipitado de esporos foi lavado duas vezes com solucéo
tampdo estéril para peneideos (SSP; Tris 10 mM, NaCl 0,33 M, pH 7,4)
(500 xg por 5 min), e sua concentraco ajustada para 6 x 10°, 10" e 10°
esporos/ml, a fim de determinar as doses ndo-letal, subletal e letal
capazes de causar a mortalidade de 0%, 50% e 100%, respectivamente,
em um periodo de 15 dias. Para tal, 50 ul de cada dilui¢do (in6culo)
foram injetados intramuscularmente em 7 animais, entre o primeiro e
segundo segmento abdominal, sendo a mortalidade monitorada durante
15 dias.

3.3 Infecgdo experimental dos camardes com Fusarium solani

Inicialmente foi realizado o desafio de camardes F. paulensis
com uma dose ndo-letal de esporos de F. solani, capaz de estimular as
defesas antifingicas dos camarfes sem causar mortalidade. Apds o
desafio, foi realizada apenas a analise da expressdo génica da PRP
especifica para fungos, a BGBP, a fim de verificar se a dose escolhida
era capaz de modular essa PRP no camardo nativo. A partir dos
resultados obtidos, a espécie exotica L. vannamei foi empregada para
avaliar a modulacdo de oito moléculas imunoldgicas (PRPs e
imunoefetores, incluindo a BGBP) envolvidas com a defesa antifiingica,
a partir do desafio dos animais com uma dose letal do fungo.

Dessa forma, uma vez determinadas as doses ndo-letal (0%),
subletal (~50%) e letal (100%), camardes nativos da espécie F.
paulensis (n = 60) foram desafiados com a dose ndo-letal de fungo (6 x
10° esporos/ml), através de injegdes (50 pl) de uma suspensdo contendo
3 x 10° esporos, entre 0 primeiro e o segundo esternito abdominais
utilizando uma seringa estéril (1 ml). Animais ndo-estimulados (i.e.
coleta dos tecidos no tempo 0 h) e camarfes injetados com o0 mesmo
volume de tampédo (SSP) foram utilizados como controles.
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Posteriormente, camar@es L. vannamei foram injetados com o
mesmo volume da suspenséo contendo 5 x 10° esporos (10° esporos/ml),
correspondente a dose letal. Como controle, foram utilizados animais
ndo estimulados (i.e. coleta dos tecidos no tempo O h) e camarBes
injetados com 0 mesmo volume de tampdo.

A infeccdo dos camardes por F. solani foi confirmada a partir de
uma reacdo de PCR com DNA extraido das branquias dos camardes
mortos. O DNA foi extraido segundo o protocolo do kit comercial
DNAZzol® (Invitrogen) e para a PCR foram utilizados iniciadores
especificos para a regido do espago transcrito interno do rDNA de F.
solani (ITS; do inglés, internal transcribed spacer) (ITS1/ITS4; ITS-Fw
e ITS-Rv; Tabela 2) (Lee et al., 2000), que constituem um fragmento de
550 pb. Para a reagéo da PCR realizada em um volume de 10 pL, foram
adicionados 1 pul de DNA, 10 uM de cada iniciador, 1 U da enzima Taq
DNA polimerase (Fermentas), dNTP 2 mM e MgCl, 50 mM, em
termociclador (Biocycler - MJ96+/MJ96G) programado para 1 ciclo
inicial de 94°C por 10 min, seguido de 30 ciclos de 94°C por 1 min,
58°C por 1 min e 72°C por 1 min e um Ultimo ciclo de extensdo a 72°C
por 10 min. Os produtos de PCR amplificados foram analisados em gel
de agarose (1%) corado com brometo de etidio (0,01% v/v) e registrados
em fotodocumentador. Como controle positivo da reagdo, foi utilizado
DNA extraido do micélio de F. solani.

3.4 Coleta de tecidos

A hemolinfa dos camardes F. paulensis infectados com a dose
ndo-letal e dos grupos controle (3 pools de 3 animais cada) foi coletada
nos tempos 0, 24 e 48 h pos-injecdo (Figura 2), a partir da regido ventral
do abdémen utilizando uma seringa estéril (1 ml), contendo solucdo
anticoagulante MAS estéril (solucdo de Alsever modificada: citrato de
s6dio 27 mM, NaCl 336 mM, glicose 115 mM, EDTA 9 mM, pH 7,0)
(diluicéo 3x).

J4 a hemolinfa dos camardes L. vannamei infectados com a dose
letal e dos respectivos grupos controle (3 pools de 3 animais cada) foi
coletada nos tempos 0, 6, 24, 48 e 72 h pds-injecdo (Figura 2).

Os hemdcitos foram recuperados por centrifugacdo (600 xg por
10 min a 4 °C) e ressuspendidos em TRIzol® (Invitrogen) para a
posterior extragdo dos RNAs totais.

Apds a coleta de hemolinfa em cada periodo, os animais foram
sacrificados e o hepatopancreas e as branquias extraidos (3 pools de 3
animais cada). Amostras de hepatopancreas foram homogeneizadas com
auxilio de um pistilo e 100 mg do tecido macerado foram imediatamente
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misturados ao reagente TRIzol® (Invitrogen) para a extragdo dos RNAs
totais. J& as branquias foram submetidas a extracdo de DNA, para
confirmar a infeccéo pelo fungo, como descrito no item 3.3.

F solaniousalina

4

Oh 24h 48h

Nao-estimulados 1 coleta

1* coleta 2% coleta 3* coleta 4% coleta

Grupos

F solani 1% coleta 2% coleta 32 coleta 42 coleta

Pos-infecgio

Figura 2. Esquema explicativo do desenho experimental. Camardes
Litopenaeus vannamei foram injetados com a dose letal de esporos de Fusarium
solani (10® esporos/ml) e os tecidos coletados nos tempos 0, 6, 24 e 48 e 72 h
pos-inje¢do, para as analises de expressdo génica (hepatopancreas e hemolinfa)
ou confirmagdo da infeccdo flngica (branquias). Animais ndo-estimulados (0 h)
e injetados com tampéo foram utilizados como controle. As coletas destacadas
em cor laranja (24 e 48 h) indicam as realizadas com camardes Farfantepenaeus
paulensis infectados com a dose estimulatéria ndo-letal do fungo.

3.5 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA total foi extraido dos hemdcitos e do hepatopancreas
utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen), de acordo com o protocolo
preconizado pelo fabricante. Amostras de RNA foram tratadas com
DNase | (Fermentas; 1 U/ul) e a suas concentracdo e pureza foram
avaliadas em espectrofotdmetro  (Agsoneonsonm) (NanoVue™, GE
Healthcare). Apenas solugbes de RNA com razdo de absorbancia
(Az60/280 nm) Superior a 1,8 foram utilizadas nos experimentos.

Para a sintese de cDNA foi empregado o kit ImPromll-RT
(Promega), onde 1 pug de RNA foi reversamente transcrito utilizando a
enzima ImPromll, na presenca de 0,5 mM de cada dNTP, 20 uM de
iniciador oligo(dT)12-15 € inibidor de RNase (1 U/ul). As amostras foram
incubadas a 25°C por 5 min, 42°C por 60 min e 70°C durante 15 min.
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3.6 Andlise da expressdo de genes relacionados com a defesa
antifungica, ap6s desafio com Fusarium solani

Os cDNAs dos hemdcitos e dos hepatopacreas dos camardes
foram empregados na reagdo de amplificagdo das sequéncias
correspondentes as moléculas imunolégicas de interesse. No caso de F.
paulensis, desafiado com dose estimulatoria ndo-letal de F. solani, foi
analisado apenas a modulagdo da expressdo génica da proteina de
reconhecimento de padrdo flngico BGBP, a partir dos ¢cDNAs dos
hepatopancreas. No caso de L. vannamei, desafiado com dose letal, foi
analisada a expressdo de todas as oito moléculas imunolégicas. As
sequéncias correspondentes a BGBP e LGBP foram amplificadas a partir
dos cDNAs de hepatopancreas, enquanto que as sequéncias da LGBP,
proPO e dos AMPs peneidina 2, peneidina 3, peneidina 4, ALF e
stylicina foram amplificadas a partir dos cDNAs dos hemécitos.

Todos os iniciadores foram desenhados a partir das sequéncias de
L. vannamei (Wang et al., 2007; Wang et al., 2010; Yao et al., 2010),
exceto os iniciadores especificos para 0 gene da stylicina que foram
desenhados com base em sequéncias do banco de EST de L. vannamei
(Tabela 2).

A amplificacdo de sequéncias génicas da BGBP ¢ LGBP de
hepatopancreas foi realizada por PCR em tempo real (QPCR) em um
equipamento Applied Biosystems 7900 HT Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems), na presenca de 1 pl de cDNA 0,5 pM de cada
iniciador e 5 pl de Maxima® SYBR Green/ROX qPCR Master Mix 2X
(Fermentas) (volume final de 10 pl).

J4 a amplificacdo de sequéncias g@énicas das proteinas
hemocitarias LGBP, proPO, peneidina 2, peneidina 3, peneidina 4, ALF
e stylicina foi realizada em colaboracdo com o Institut Frangais de
Recherche pour I'exploitation de la Mer (IFREMER, Franga), utilizando
um equipamento LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche), na
presenca de 1 pl de cDNA (diluido 1:9), 5 mM MgCl,, 0,5 uM de cada
iniciador e 3 pl de LightCycler® 480 SYBR Green | Master 2X (volume
final de 6 pl).

As reacdes foram realizadas em triplicata de acordo com as
seguintes condicBes: desnaturacdo a 95°C por 10 min, seguido por 40
ciclos de desnaturacdo a 95°C por 10 s, anelamento dos iniciadores a
57°C por 20 s e extensdo a 72°C por 25 s. Ao término dos ciclos, as
amostras foram submetidas a uma curva de dissociacdo a fim de
confirmar que apenas um Unico produto de PCR foi amplificado e
detectado. Como gene de referéncia de expressdo constitutiva em L.
vannamei foram utilizados iniciadores correspondentes ao gene do fator
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de elongacdo 1-alfa (EF1a) (Yao et al., 2010) (Tabela 2), sob as mesmas
condi¢es estabelecidas para os demais genes.

Tabela 2. Pares de iniciadores utilizados nas analises de expressdo em qPCR de
genes relacionados ao sistema imune em Litopenaeus vannamei.

Iniciador Sequéncia 5’ — 3’ (Fw/Rv) NUmero de acesso
ACGAGAACGGACAAGAAGTG 19558
BGBP  1CAGCATAGAAGCCATCAGG
ACCGCAGCATCAGTTATACC
LGBP GTCATCGCCCTTCCAGTTG AY123297
CGGTGACAAAGTTCCTCTTC
proPO GCAGGTCGCCGTAGTAAG AY723296
TCGTGGTCTGCCTGGTCTT
PEN 2 Y14925
CAGGTCTGAACGGTGGTCTTC
CACCCTTCGTGAGACCTTTG
PEN 3 AF390144
AATATCCCTTTCCCACGTGAC
GCCCGTTACCCAAACCATC
PEN 4 DQ211701
CCGTATCTGAAGCAGCAAAGTC
CTGTGGAGGAACGAGGAGAC
ALF GQ227486
CCACCGCTTAGCATCTTGTT
CACAAGAGTGCCCACCGTG
Stylicina CK591498
CACACAGGCTGCCGACATAA
TGGCTGTGAACAAGATGGACA
EFlo GU136229
TTGTAGCCCACCTTCTTGACG
) TCCGTTGGTGAACCAGCGG
ITS TCCTCCGCTTATTGATATGC AF129104

" Iniciadores para o gene da regido ITS de Fusarium solani utilizados para a
confirmacéo da infeccéo.

Inicialmente, a eficiéncia da reacdo de amplificacdo de cada gene
alvo foi avaliada a partir de diluicBes seriadas de cDNA que foram
submetidas a amplificacdo nas mesmas condi¢cdes acima citadas.
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Posteriormente, procedeu-se as analises de expressdo de cada gene que
gerou valores de Cq para cada periodo analisado (6, 24, 48, 72 h p0s-
injecdo) e que foram normalizados com relagdo & expressdo gene de
referéncia (EFla), de modo que os resultados sdo apresentados como
expressdo relativa do gene alvo nos camardes infectados em comparagéo
aos nao-estimulados (tempo 0 h), segundo o método de Livak e
Schmittgen (Livak; Schmittgen, 2001).

3.7 Anélises estatisticas

Significancias estatisticas (p<0,05) foram determinadas pelo teste
t de Student e pela analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguido
pelo teste de comparacdo de médias de Tukey. O teste t de Student foi
empregado para analisar as diferencas estatisticas entre os animais ndo-
estimulados e os que receberam injecdo de tampdo ou de esporos, e
dentro do mesmo periodo (h) entre os animais injetados com tampéo ou
esporos (tratamento dentro de cada tempo). J& na andlise de variancia
(ANOVA), o fator principal foi o tratamento (tampéo ou F. solani) ao
longo do periodo analisado.

4. RESULTADOS

4.1 Infeccdo experimental dos camardes por Fusarium solani

A injecdo dos camardes L. vannamei com 6 x 10° esporos/ml n&o
causou a morte dos animais em um periodo de 15 dias. Essa dose foi
definida como ndo-letal, sendo empregada para estimular o sistema
imunolégico dos camarfes nativos da espécie F. paulensis. A dose de
10" esporos/ml resultou na mortalidade de 43% dos camardes em 15
dias, sendo classificada como subletal, enquanto a mortalidade de 100%
(dose letal) foi atingida em 6 dias quando os animais foram infectados
com 108 esporos/ml (Figura 3).
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Figura 3. Mortalidade cumulativa dos camardes infectados com 6 x 10° (dose
nao-letal; 0% mortalidade), 10" (dose subletal; 43% mortalidade) e 10° (dose
letal; 100% mortalidade) esporos/ml do fungo filamentoso Fusarium solani.

Sinais clinicos da infeccdo foram observados nos animais
injetados com a dose subletal de F. solani (10’ esporos/ml). Os
camarBes foram mantidos em aquarios por 27 dias, onde 100% da
mortalidade foi atingida e, a partir do 15° dia pds-desafio, foram
observados os sinais clinicos caracteristicos da fusariose, como o
estabelecimento de lesdes melanizadas sobre os apéndices e branquias,
passiveis de serem vistos a olho nu (Figura 4A). Tais lesdes, decorrentes
de uma resposta inflamatoria intensa nas branquias (Figura 4B), foram
observadas durante o processo infeccioso quando hifas de F. solani
foram detectadas na regido (Figura 4C-E).

A infeccdo dos camardes por F. solani foi confirmada por PCR,
onde o produto génico correspondente a regido do espaco transcrito
interno do rDNA de F. solani (ITS) foi amplificado a partir do DNA
extraido das branquias de animais infectados com 10% e 10" esporos/ml
(Figura 5).
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Figura 4. Sinais clinicos decorrentes da infeccdo experimental de camardes L.
vannamei com 107 esporos/ml de F. solani. (A) Melanizacio de apéndices e
brénquias; (B) Detalhe da deposicdo de melanina nas branquias (aumento
100x); (C-E) Estabelecimento de hifas (setas) nas branquias (aumento 400x).
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Figura 5. Perfil eletroforético em gel de agarose do fragmento amplificado (550
pb) correspondente a regido do espaco transcrito interno do rDNA de Fusarium
solani (ITS). M: marcador de peso molecular (1 kb); C-: controle negativo; C+:
controle positivo (micélio de F. solani); Litopenaeus vannamei infectados com
dose letal (10°%) ou subletal (10) de esporos/ml de F. solani.

4.2 Expresséo de genes imunol6gicos

A expressdo relativa dos genes codificantes para as oito proteinas
imunolégicas relacionadas a defesa antifungica (BGBP, LGBP, proPO,
PENZ2, PEN3, PEN4, ALF e stylicina) foi realizada através da técnica da
PCR em tempo real. As andlises dos niveis de expressdo génica foram
feitas antes das inje¢des (0 h: animais ndo-estimulados) e 6, 24, 48 e 72
h apos o desafio dos animais com o fungo F. solani.

4.2.1 Proteina que se liga a -1,3-glicanas (BGBP)

A infeccdo dos camarfes F. paulensis com uma dose
estimulatéria e ndo-letal de F. solani ndo foi capaz de modular
significativamente a expressdo da PGBP nos tempos analisados nesse
estudo (24 e 48 h pés-infeccdo) (Figura 6A).

Ja a dose letal desse fungo alterou significativamente a expressao
dessa PRP em camardes L. vannamei, onde a quantidade de transcritos
foi reduzida em 6 h (2,5x) e 24 h (1,7x) ap6s a injecdo dos esporos
(Figura 6B). Passado esse periodo, a expressdo da BGBP retornou ao
nivel basal, de modo semelhante aos animais controle (animais ndo-
estimulados e injetados com tampéo).

Considerando o perfil de expressdo da BGBP durante os 3 dias de
analise, pode-se observar que a expressio da BGBP nos animais
injetados com tampdo diminui em 48 e 72 h, enquanto nos animais
infectados o0 nimero de transcitos dessa PRP é mantido estatisticamente
constante ao longo do periodo estudado (Figura 6B).
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Figura 6. Expressao relativa da proteina que se liga a B-1,3-glicanas (BGBP) no
hepatopancreas de camardes infectados com F. solani. (A) F. paulensis
infectados com dose ndo-letal de F. solani (6 x 10° esporos/ml). (B) L.
vannamei infectados com dose letal de F. solani (10° esporos/ml). As barras
representam média + desvio padrdo (DP) (3 pools de 3 animais). Letras
mindsculas indicam diferenca estatistica (p<0,05) em relagdo aos animais nao-
estimulados (0 h). Letras mailsculas indicam diferenca estatistica (p<0,05)
dentro de cada grupo (tampdo ou F. solani) entre os periodos analisados.
Asteriscos representam diferenca estatistica (p<0,05) dentro do mesmo periodo,
entre os animais desafiados e os injetados com tampao.
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4.2.2 Proteina que se liga a LPS e §-1,3-glicanas (LGBP)

A andlise do perfil de expressdo da LGBP expressa tanto no
hepatopancreas quanto nos hemdcitos foi muito semelhante nos
camardes injetados com tampé&o (controle) (Figura 7).
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Figura 7. Expressdo relativa da proteina que se liga a LPS e B-1,3-glicanas
(LGBP) no hepatopancreas (A) e hemdcitos (B) de camardes L. vannamei
infectados com dose letal de F. solani. As barras representam média + desvio
padrdo (DP) (3 pools de 3 animais). Letras minUsculas indicam diferenca
estatistica (p<0,05) em relagdo aos animais ndo-estimulados (0 h). Letras
mailsculas indicam diferenca estatistica (p<0,05) dentro de cada grupo (tampéo
ou F. solani) entre os periodos analisados.
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JA nos animais desafiados, a expressio da LGBP de
hepatopancreas ndo foi modulada em L. vannamei em resposta a
infeccdo por F. solani (Figura 7A). A LGBP presente nos hemdcitos,
por sua vez, teve sua expressdao fortemente induzida (6x) 48 h apds o
desafio, quando comparada apenas aos animais nao-estimulados (Figura
7B). Esse aumento na expressdo da LGBP parece ser mantido até o 3°
dia (72 h) apds o desafio, apesar da alta variacdo encontrada entre as
amostras analisadas.

4.2.3 Pro-fenoloxidase (proPO)

O desafio dos camardes com F. solani resultou em um aumento
de 3,2x na expressdo do zimdgeno proPO a partir de 6 h ap6s a injecado
(Figura 8). Curiosamente, apenas o estimulo provocado pela injecéo foi
capaz de aumentar a expressdo da proPO em todos os periodos
analisados comparado aos animais néo-estimulados (0 h). Os animais
injetados apenas com tampdo tiveram a expressdo desse zimégeno
fortemente induzida principalmente em 6 h (6x) e 48 h (5,4x) apés a
injecdo, enquanto o desafio com fungo resultou em um aumento menor
(6 h: 3,2x; 48 h: 1,8x; 72 h: 4,3x), porém ainda significativo (Figura 8).
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Figura 8. Expressdo relativa da pro-fenoloxidase (proPO) nos hemdcitos de
camarfes L. vannamei infectados com dose letal de F. solani. As barras
representam média + desvio padrdo (DP) (3 pools de 3 animais). Letras
mindsculas indicam diferenca estatistica (p<0,05) em relagdo aos animais nao-
estimulados (0 h). Letras maiusculas indicam diferenca estatistica (p<0,05)
dentro de cada grupo (tampdo ou F. solani) entre os periodos analisados.
Asteriscos representam diferenca estatistica (p<0,05) dentro do mesmo periodo,
entre os animais desafiados e os injetados com tampao.
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Contudo, o processo infeccioso causado por F. solani nos
camardes reduziu drasticamente (3x) o nivel de transcritos da proPO em
48 h apos o desafio, quando comparado aos animais injetados apenas
com tampéo (Figura 8), retornando a niveis maiores e equivalentes ao
controle apenas em 72 h.

Considerando o perfil de expressdo da proPO durante os 3 dias
analisados, pode-se observar uma manutencdo na expressao da proPO
nos animais injetados com tampdo e infectados com esporos de F.
solani, a qual ndo foi modulada ao longo desse periodo (Figura 8).

4.2.4 Peneidina 2 (PEN 2)

O desafio de L. vannamei com uma dose letal de F. solani
resultou na reducdo da expressdo da PEN 2 em todos os periodos
analisados, sendo a inibicdo maxima, superior a 100X, observada 24 h
apos a infeccdo experimental (Figura 9). Decorrido esse forte declinio
na quantidade de transcritos, o padrdo de expressdo da PEN 2 se
manteve reduzido até o 3° dia de analise (48 h: 29x; 72 h: 9x).
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Figura 9. Expressdo relativa da peneidina 2 (PEN 2) nos hemécitos de
camardes L. vannamei infectados com dose letal de F. solani. As barras
representam média + desvio padrdo (DP) (3 pools de 3 animais). Letras
mindsculas indicam diferenca estatistica (p<0,05) em relagdo aos animais nao-
estimulados (0 h). Letras mailsculas indicam diferenca estatistica (p<0,05)
dentro de cada grupo (tampdo ou F. solani) entre os periodos analisados.
Asteriscos representam diferenca estatistica (p<0,05) dentro do mesmo periodo,
entre os animais desafiados e os injetados com tampao.
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De maneira contraria a resposta observada para o zimogeno
proPO, a injecdo por si sé (tampdo ou esporos de fungo) reduziu cerca
de 3,5x 0s niveis de expressdo da PEN 2 em 6 h ap0s a injegéo.

Quando comparada aos animais injetados apenas com tampdo
(controle), a infecgdo com F. solani inibiu drasticamente a expressdo da
PEN 2 em 24 h (84,6x), 48 h (22,4x) e 72 h (6,6x) ap6s a inje¢do,
enquanto que o grupo controle teve o nivel de transcritos da PEN 2
inalterados a partir de 24 h (Figura 9).

4.2.5 Peneidina 3 (PEN 3)

Os niveis de expressao génica referentes a PEN 3 foram também
reduzidos nos camardes apos 6 h (1,6x) da injecdo com tampao, e, em
24 h (10x), 48 h (14,6x) e 72 h (3x) ap6s a injegdo dos esporos de F.
solani (Figura 10).

De maneira interessante, o nimero de transcritos da PEN 3 foi
fortemente diminuido em 24 h (5,3x) e 48 h (10x) apds a infecgdo com a
dose letal de F. solani, em comparacdo aos animais injetados com
tampdo (Figura 10), sendo que um leve aumento no periodo seguinte
igualou os niveis de expressdo desse AMP entre estes dois grupos.
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Figura 10. Expressdo relativa da peneidina 3 (PEN 3) nos hemdcitos de
camarfes L. vannamei infectados com dose letal de F. solani. As barras
representam média + desvio padrdo (DP) (3 pools de 3 animais). Letras
mindsculas indicam diferenca estatistica (p<0,05) em relagdo aos animais nao-
estimulados (0 h). Letras mailsculas indicam diferenca estatistica (p<0,05)
dentro de cada grupo (tampdo ou F. solani) entre os periodos analisados.
Asteriscos representam diferenca estatistica (p<0,05) dentro do mesmo periodo,
entre os animais desafiados e os injetados com tampao.
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4.2.6 Peneidina 4 (PEN 4)

A infeccdo dos camardes por F. solani inibiu também de maneira
significativa a expressdo do subgrupo da peneidina PEN 4, em todos 0s
periodos analisados até 48 h. A repressdo mais dréstica em sua
expressao (11x) foi observada 24 h ap6s o desafio dos animais com o
fungo (Figura 11). No entanto, diferentemente do observado para as
outros subgrupos da peneidina analisadas, o nivel de transcritos da PEN
4 ndo foi reduzido 6 h apds a injecdo com tampao.

De maneira semelhante, a injecdo dos esporos levou a uma
inibicdo nos niveis de expressdo da PEN 4 até 48 h (6 h: 1,5x; 24 h:
11,5x; 48 h: 4,4x;), quando comparado aos camardes que receberam
apenas a inje¢do de tampéo (Figura 11), seguido por um aumento na
expressdo em 72 h que igualou o nimero de transcritos da PEN 4 entre
0S grupos.
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Figura 11. Expressdo relativa da peneidina 4 (PEN 4) nos hemdcitos de
camardes L. vannamei infectados com dose letal de F. solani. As barras
representam média + desvio padrdo (DP) (3 pools de 3 animais). Letras
mindsculas indicam diferenca estatistica (p<0,05) em relagdo aos animais nao-
estimulados (0 h). Letras maiulsculas indicam diferenca estatistica (p<0,05)
dentro de cada grupo (tampdo ou F. solani) entre os periodos analisados.
Asteriscos representam diferenca estatistica (p<0,05) dentro do mesmo periodo,
entre os animais desafiados e os injetados com tampao.

Considerando o perfil de expressdo da PEN 4 durante os 3 dias
analisados, pode-se observar nos animais infectados com F. solani uma
reducdo da expressdo da PEN 4 em 24 h, seguida de um leve aumento,
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até atingir niveis mais altos, equivalentes aos niveis basais em 72 h
(Figura 11).

4.2.7 Fator antilipopolissacarideo (ALF)

O desafio por F. solani induziu um leve aumento na expressao do
ALF apo6s 24 h (2,5x), 48 h (2,2x) e 72 h (3,1x) da injecdo dos esporos,
comparado aos animais nao-estimulados (0 h). Quando comparado aos
animais injetados apenas com tampado, um aumento significativo (2x) na
expressdo do ALF foi observado 72 h apds a inje¢do dos esporos (Figura
12).

Ao longo dos periodos analisados, o perfil de expressdao do ALF
em camardes infectados se manteve constante, com exce¢do de um leve
declinio em 6 h apds o desafio (Figura 12).

ALF

¥ Nio-estimulados Tampdo ™ F solani

a

*

—

s

a

b
b a
_ . b
a
2 a '
a
| . i
0 A A A A
24 48 7

0 6

Expressio relativa
w

~]

Horas pés-infec¢do

Figura 12. Expressdo relativa do fator antilipopolissacarideo (ALF) nos
hemacitos de camar@es L. vannamei infectados com dose letal de F. solani. As
barras representam média + desvio padrdo (DP) (3 pools de 3 animais). Letras
mindsculas indicam diferenca estatistica (p<0,05) em relagdo aos animais néo-
estimulados (0 h). Letras mailsculas indicam diferenca estatistica (p<0,05)
dentro de cada grupo (tampdo ou F. solani) entre os periodos analisados.
Asteriscos representam diferenca estatistica (p<0,05) dentro do mesmo periodo,
entre os animais desafiados e os injetados com tampao.

4.2.8 Stylicina

Os camarfes desafiados com F. solani também apresentaram
baixos niveis de expressdo do AMP stylicina em todos os periodos
analisados, semelhante ao encontrado para as penidinas, quando
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comparados aos animais ndao-estimulados (0 h). A expressdo da stylicina
se manteve reduzida até 72 h, de forma que o maior declinio na
expressdo foi observado em 24 h (14,1x) e 48 h (11,2x) apds a injecdo
dos esporos de F. solani (Figura 13).

Quando comparado aos animais injetados com tampdo, a
expressao da stylicina em camar@es infectados experimentalmente com
F. solani foi fortemente reprimida 24 h (9x) e 48 h (6,2x) apds a
infeccdo (Figura 13). Esse perfil de supressdo foi também observado nos
animais desafiados ao longo do periodo, onde em 24 e 48 h ap6s a
infeccdo foram registrados os menores niveis de transcritos da stylicina.

De maneira semelhante ao observado com os subgrupos PEN 2 e
PEN 3, o estimulo provocado pela injecdo com tampéo foi capaz de
reprimir a expressdo da stylicina em 6 h (1,9x) e 48 h (1,8x) ap6s a
injecdo.
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Figura 13. Expressdo relativa da stylicina nos hemocitos de camarfes L.
vannamei infectados com dose letal de F. solani. As barras representam média +
desvio padrdo (DP) (3 pools de 3 animais). Letras minasculas indicam diferenga
estatistica (p<0,05) em relagdo aos animais nao-estimulados (0 h). Letras
maiusculas indicam diferenca estatistica (p<0,05) dentro de cada grupo (tampéo
ou F. solani) entre os periodos analisados. Asteriscos representam diferenca
estatistica (p<0,05) dentro do mesmo periodo, entre os animais desafiados e os
injetados com tampéo.
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5. DISCUSSAO

Os crusticeos aquaticos habitam ambientes ricos em uma grande
variedade de micro-organismos, incluindo protozoarios, microalgas,
fungos, leveduras, bactérias e virus. A fim de manter os episodios de
infeccbes sob controle, esses animais desenvolveram um sistema
imunolégico eficiente e capaz de detectar e discriminar os micro-
organismos benéficos e que podem contribuir para a sua sobrevivéncia,
daqueles potencialmente patogénicos e prejudiciais a sua saude (Bachére
etal., 2004).

Tendo em vista que a problematica sanitaria atual da
carcinicultura estd mundialmente voltada para as perdas econémicas
decorrentes de viroses e bacterioses, os estudos abordando infecgdes
fungicas em camar®es ndo sdo prioritarios, ainda que esses patdgenos
oportunistas estejam comumente associados as infec¢des causadas por
virus e bactérias e contribuem, assim, por debilitar ainda mais os
animais nos cultivos.

Os relatos atualmente disponiveis abordando os mecanismos
moleculares dos peneideos frente as infeccBes microbianas envolvem a
expressdo relativa de genes imunoldgicos em resposta a infecgdes
especialmente por bactérias do género Vibrio (Liu et al., 2007a; 2007b;
Amparyup et al., 2008; Gao et al., 2008; Yang et al., 2008; Shockey et
al., 2009; Wang et al., 2010) e em resposta ao virus WSSV (Leu et al.,
2007; Robalino et al., 2007; Wang et al., 2008; Guertler, 2010; James et
al., 2010). Por outro lado, o fato de fungos oportunistas néo
representarem, a priori, uma real ameaca aos cultivos resultou em uma
escassez quase completa na literatura de relatos sobre estudos
moleculares envolvendo doencas flngicas. Essa lacuna literaria se faz
ainda mais pronunciada se considerarmos a modulacao da expressao de
genes imunoldgicos dos peneideos associados a defesa contra as
fusarioses, doencas causadas pelos fungos do género Fusarium.

Nesse sentido, o presente estudo analisou o perfil da expressdo
dos genes codificantes para as principais moléculas de reconhecimento
de fungos (as PRPs BGBP e LGBP) e imunoefetoras associadas a
infeccdes flngicas em crustaceos (proPO, PEN 2, PEN 3, PEN 4, ALF e
stylicina), mediante desafio experimental dos camarles Litopenaeus
vannamei e Farfantepenaus paulensis com o fungo filamentoso
Fusarium solani.

O reconhecimento de fungos como patégenos invasores ocorre a
partir da ligagdo das B-1,3-glicanas presentes em sua parede celular
pelas PRPs BGBP e LGBP produzidas pelo hospedeiro (Vargas-Albores;
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Yépiz-Placencia, 2000; Roux et al., 2002). A BGBP ¢é amplamente
reconhecida por sua propriedade de reconhecer especificamente um tipo
de carboidrato (B-1,3-glicanas) encontrado na parede de fungos e ativar
o sistema proPO (Duvic; Soderhall, 1990; Barracco et al., 1991;
Cerenius et al., 1994; Vargas-Albores et al., 1996; Goncalves et al., em
preparagdo). Baseado nessa propriedade de reconhecimento da BGBP, o
presente estudo investigou a modulacdo da sua expressdo em resposta a
uma infecgdo branda (ndo-letal) e uma infeccdo severa (letal) pelo fungo
filamentoso F. solani em duas espécies diferentes de peneideos, F.
paulensis e L. vannamei, respectivamente.

A expressdo da BGBP foi somente modulada mediante desafio
dos camardes com alta dose de esporos de F. solani. A injecdo dos
camarBes com uma dose estimulatéria de fungo, mas ndo-letal, ndo
alterou a expressdo da PRP nos camarBes nativos da espécie F.
paulensis, em nenhum dos tempos analisados. O ndmero de transcritos
dos camardes desafiados apresentou um padréo de expressdo similar aos
animais ndo-estimulados ou injetados com tampdo, indicando que essa
PRP ndo foi modulada em resposta a uma baixa dose de F. solani,
apesar do seu importante papel no reconhecimento de fungos. Por outro
lado, outra proteina associada ao sistema imune desse mesmo peneideo,
o inibidor de proteases 02-macroglobulina (a2M), teve a sua expressao
modulada positivamente durante uma infeccdo branda por F. solani
(Perazzolo et al., 2011).

A BGBP/HDL corresponde a cerca de 1% das proteinas totais
encontradas no plasma de camarfes marinhos (Ruiz-Verdugo et al.,
1997). Sabendo que somente a hemocianina perfaz mais de 95% das
proteinas plasmaticas (Sellos et al., 1997), a concentracdo relativa da
BGBP no plasma pode ser considerada relativamente alta. Dessa forma,
a quantidade de BGBP encontrada no plasma dos camardes no momento
do desafio pode ter sido suficiente para o reconhecimento da quantidade
de esporos injetada, sem a necessidade do aumento da expressdo desse
gene no periodo incial do desafio (até 48 h). Além disso, a infeccdo
parece ter sido controlada pelo hospedeiro, uma vez que ndo houve
registro de mortalidade dos animais durante o periodo do experimento
(30 dias). A sobrevivéncia dos animais, portanto, deve estar diretamente
relacionada com o reconhecimento imediato do fungo pela BGBP
disponivel no plasma com consequente controle da infeccdo, uma vez
que a dose ministrada era baixa.

Por outro lado, a injegdo dos camar@es com uma dose de esporos
20x superior (dose letal) levou a uma reducéo de cerca de 60% e 40% no
nivel de transcritos da PGBP em L. vannamei em 6 e 24 h ap6s o
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desafio, respectivamente, quando comparado aos animais injetados
apenas com tampdo. A diminui¢do da expressdo da PGBP até o periodo
de 24 h sugere que o fungo F. solani module negativamente a expressao
dessa PRP ja na fase inicial do processo infeccioso, uma vez que o nivel
de transcritos se mantém baixo até 72 h apds o desafio. Tal cenario
poderia entdo propiciar a multiplicacdo do patégeno no organismo, com
0 consequente estabelecimento da infec¢do, que levaria & morte dos
animais ap6s 6 dias do desafio, como observado. Além disso, a
diminui¢do de transcritos da BGBP poderia levar a uma redugdo na
ativagdo do sistema proPO, onde sdo geradas moléculas transitdrias
altamente toxicas e o pigmento melanina, que parece possuir atividade
fungistatica (Cerenius; Séderhéll, 2004).

Considerando que a BGBP atua no reconhecimento do patdgeno,
Ou seja, na etapa inicial da resposta imunolégica contra fungos, ndo se
pode descartar a hipétese de que tenha ocorrido uma modulagao positiva
da expressdo dessa PRP em um periodo anterior ao analisado, ou seja,
antes de 6 h ap6s o desafio. Em um periodo imediatamente posterior &
injecdo dos esporos poder-se-ia esperar um aumento na expressdo dessa
PRP, em vista do contato primario com o patdgeno. A grande
quantidade de patégenos seria entdo capaz de provocar uma subsequente
repressdo na expressdo da BPGBP (a partir de 6 h do desafio), com o
intuito de vencer o sistema imunolégico do camardo e viabilizar o
processo infeccioso.

Diferentemente da BGBP, a LGBP, proteina também expressa no
hepatopancreas, ndo foi modulada em resposta a infeccdo severa por F.
solani. E, de maneira semelhante, a LGBP hemocitaria também ndo
apresentou alteracdo no nivel de transcritos, comparado aos animais
ndo-desafiados (injecdo com tampdo). No entanto, 0s niveis de
transcritos dessa PRP aumentaram 48 h ap6s o desafio, em comparacao
apenas aos animais ndo-estimulados (0 h). Esta tendéncia de aumento no
nivel de transcritos da LGBP se manteve até 72 h, sugerindo que a
LGBP expressa nos hemocitos seja possivelmente uma proteina
induzivel de fase aguda da infeccdo por F. solani.

De maneira semelhante a hipotese para a fGBP, a modulag@o no
nivel de transcritos das LGBPs pode ter ocorrido ainda em um periodo
anterior a 6 h (primeiro periodo analisado), logo ap6s o contato inicial
com o patégeno. Essa hipdtese é sustentada uma vez que as LGBPs
correspondem a proteinas classicas de reconhecimento de fungos e
bactérias Gram-negativas, produzidas tanto pelos hemdcitos (Lee et al.,
2000; Cheng et al., 2005; Du et al., 2007; Wang et al., 2007) quanto



36

pelo hepatopancreas dos crustaceos (Roux et al., 2002; Cheng et al.,
2005; Wang et al., 2007).

A modulacdo da LGBP presente nos hemocitos parece ser
diferente de acordo com o patégeno utilizado no desafio dos camardes.
No caso de um desafio viral, uma intensa modulacdo dessa PRP foi
observada em camarBes em resposta a infeccdo por WSSV. Um
aumento acentuado na expressdo da LGBP foi relatado em Litopenaeus
stylirostris (Roux et al., 2002; Dhar et al., 2003) e L. vannamei (Yeh et
al., 2009; Guetler, 2010) durante a fase aguda de uma infecgcdo pelo
WSSV, cerca de 48 h apds o desafio. Estes resultados sugerem um
possivel envolvimento da LGBP na fase aguda de infecges virais e,
segundo os dados do presente estudo, também de infeccbes flngicas.

De modo contrério ao encontrado para as expressdes das PRPs
BGBP e LGBP, o numero de transcritos do zimégeno proPO foi
fortemente modulado em resposta ao desafio dos camarBes com F.
solani. De maneira interessante, o estimulo da injecdo tanto de tampéo
quanto de esporos induziu um aumento na expressdo da proPO em todos
os periodos analisados (exce¢do de 24 h), quando comparado aos
animais ndo-estimulados. A injecdo, por si s, foi responsavel por causar
dano na cuticula e no tecido do animal desencadeando um aumento na
expressdo da proPO, independente do conteddo da solugdo injetada
(resposta inespecifica).

No entanto, o nivel de expressdo da proPO foi fortemente
reduzido 48 h apds o desafio, em relagcdo aos animais injetados com
tampdo, indicando que o fungo pode modular negativamente a
expressdo desse zimdgeno. De modo semelhante, a infec¢do viral pelo
WSSV também induziu uma reducdo na expressdo génica da proPO em
camardes (Roux et al., 2002; Ai et al., 2008; Yeh et al., 2009; Guertler,
2010).

No caso dos fungos, ainda ndo ha relatos sobre expressdo de
moléculas do sistema proPO mediante desafios flngicos, com excecédo
dos trabalhos recentes desenvolvidos pelo nosso grupo (Perazzolo et al.,
2011). O inibidor de proteases a2M foi modulado positivamente em
camardes F. paulensis infectados com F. solani (Perazzolo et al., 2011),
enquanto o zimdgeno proPO teve a expressdo reprimida apés o desafio
com o0 mesmo patoégeno. Dessa forma, a modulacdo da expressdo das
moléculas envolvidas com o sistema proPO em resposta a infeccdo
fungica parece seguir o mesmo padrdo observado para as infeccdes
virais. Além disso, a baixa sintese de proPO poderia levar a uma
deplecdo na ativacdo do sistema correspondente, propiciando a infecgédo
fungica.
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No caso dos desafios bacterianos, observa-se geralmente uma
inducdo na expressdo da proPO de peneideos. A infeccdo de L.
vannamei pela bactéria Gram-negativa Vibrio harveyi causou um
aumento nos niveis de transcritos da proPO, especialmente nas fases
agudas da infecgdo (a partir de 24 h apds o desafio) (Wang et al., 2010).
Gao e colaboradores (2008) também mostraram que o nivel de
expressdo da proPO aumentou em Fenneropenaeus chinensis apos
infeccdo com Vibrio anguillarum. Contudo, a infeccdo de camarGes
Penaeus monodon com V. harveyi ndo alterou os niveis transcricionais
do zimogeno (Supungul et al., 2004).

Com relagdo aos peptideos antimicrobianos (AMPs), a expressao
dos subgrupos de peneidina (PEN 2, PEN 3 e PEN 4), bem como da
stylicina foi fortemente reprimida nos animais desafiados com altas
doses F. solani na maioria dos periodos analisados. A injecdo dos
esporos de F. solani provocou uma reducao surpreendentemente dréstica
do subgrupo PEN 2 em todos os periodos analisados, especialmente 24
h ap6s o desafio, cuja expressdo chegou a ser 100x inferior a dos
animais ndo-estimulados (0 h) e 84,6x inferior a dos animais injetados
com tampdo. Um padrdo semelhante de expressdo foi também
observado para os subgrupos PEN 3 e PEN 4, onde no caso da PEN 3 os
niveis de transcritos foram drasticamente reduzidos a partir de 24 h,
enquanto que a reducdo dos da PEN 4 ocorreu a partir de 6 e até 48 h
apés o desafio, retornando em seguida aos niveis basais. Tal reducéo
indica o forte envolvimento desse fungo modulando negativamente a
expressao das peneidinas.

A maioria dos trabalhos sobre a expressdo de peneidinas em
camar@es se refere a desafios bacterianos e os resultados obtidos sdo
diversos. O desafio microbiano de juvenis L. vannamei com um indculo
contendo simultaneamente bactérias (Aerococcus viridans e Vibrio
alginolyticus) e fungos (Fusarium oxysporum) mortos por calor resultou
em um decréscimo importante nos niveis transcricionais da PEN 3 em 6
h ap6s a injecdo (Destoumieux et al., 2000). No entanto, no periodo de
12 h ap6s o desafio, a expressdo dessa peneidina retornou aos niveis
basais, seguido de um aumento no nimero de transcritos em 72 h.

A bactéria Gram negativa V. harveyi, por sua vez, pode tanto
modular negativamente a expressdo de uma peneidina (subgrupo nao
determinado) em P. monodon, até 12 h ap6s o desafio, e aumentar em
seguida o nivel de transcritos (Supungul et al., 2004), quanto no alterar
a expressao da PEN 3 em L. vannamei (Wang et al., 2010). Por outro
lado, 0 mesmo desafio estimula a expressdo dos subgrupos PEN 2 e
PEN 4 de L. vannamei, mostrando que esses AMPs podem estar
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envolvidos na limitacdo da infecgdo por V. harveyi (Wang et al., 2010).
Resultados similares de modulagéo negativa dos subgrupos PEN 2, PEN
3 e PEN 4 foram encontrados em infecgBes experimentais empregando
outras bactérias do género Vibrio (Vibrio penaeicida e V. alginolyticus)
ou injeces com LPS (Destoumieux et al., 2000; de Lorgeril et al., 2005;
Okumura, 2007).

No presente estudo o numero de transcritos dos diferentes
subgrupos de peneidina foi mantido baixo até o 3° dia de analise, sendo
a queda maxima da expressdo em 24 h no caso das PEN 2 e PEN 4, e
em 48 h no caso da PEN 3. Acredita-se que a reducdo da expressao das
peneidinas seja decorrente especialmente da migracdo dos hemacitos
granulares para a liberacdo dos AMPs nos sitios de infeccdo (Bachére et
al., 2004). A inducéao da degranulagado a partir do estimulo microbiano é
uma das reacOes celulares mais imediatas em crustaceos (Smith;
Soderhéll, 1983; Johansson; Soderhall, 1985; Johansson; Soderhéll,
1989) e promovem a liberagdo de diversos imunoefetores que
participam da neutralizacdo efou destruicdo do patdgeno invasor
(Barracco et al., 2008).

Assim, pode-se sugerir que a infeccdo severa pelo fungo F. solani
nos camardes promoveu uma migracdo dos hemaécitos granulares para o
sitio de infec¢do, culminando em uma degranulagdo intensa na fase
aguda da infec¢do, com o intuito de neutralizar e destruir o parasita, de
modo que o tecido hematopoiético dos animais ndo foi capaz de
sintetizar novos hemdécitos em numero suficiente para retornar a
circulacdo e manter o nivel basal de expressdo das peneidinas, ap6s o
periodo de maior repressao (24 ou 48 h).

Em outro estudo, a infecgdo natural de camarGes Marsupenaeus
japonicus com fungo do género Fusarium resultou em um aumento
expressivo (6x) na proliferacdo dos hemaocitos (Sequeira et al., 1996). A
proliferacdo celular é necessaria para repor os hemdcitos lisados ou
mortos em decorréncia do desafio microbiano, a fim de reestabelecer a
homeostase do organismo. Além disso, sabe-se que infeccdes pelo fungo
Fusarium desencadeiam o estabelecimento de lesdes melanizadas nos
apéndices e nas branquias, principalmente, e que tais lesdes envolvem a
ativacdo do sistema proPO e possivel lise celular. O aumento no nimero
de hemdcitos pode resultar, por consequéncia, no aumento no nimero
de transcritos das moléculas intracelulares, como os AMPs, proPO e
LGBP.

No entanto, em funcdo da alta dose de esporos utilizada na
infeccdo do presente estudo, os animais podem ndo ter sido capazes de
estimular a sintese de novos hemocitos, em funcdo do estado
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imunologicamente debilitado em que se encontravam ou, ainda, o fungo
pode ter inibido as respostas de defesa dos camardes. Além disso, outro
fato importante a ser considerado é que os camarfes severamente
infectados estavam imunodeprimidos e impedidos assim de acionar
mecanismos especificos para conter a infeccdo brutal, que resultou na
mortalidade de 100% dos animais em 6 dias.

Curiosamente, diferente do observado para a proPO, o estimulo
da injecdo de tampdo provocou a redugdo do nimero de transcritos da
PEN 2 e PEN 3. AlteracGes na expressdo de alguns genes imunoldgicos,
tais como a proPO, caspase e AMPs, ja foram relatadas em outros
trabalhos onde os camarfes foram injetados apenas com solugdo tampéo
(Okumura, 2007; Guertler, 2010). A injecao de tampdo é conhecida por
reduzir o nimero de hemdcitos circulantes em L. vannamei (Liu et al.,
2005) em decorréncia da migracdo dos mesmos para o local da injdria, o
que resultaria, consequentemente, na diminuicdo dos niveis de
transcritos das moléculas intracelulares.

Em relacdo ao peptideo antimicrobiano ALF, os resultados do
presente estudo sugerem uma cinética de expressdo contraria a das
outras familias de AMPs analisadas. O desafio dos camarbes com F.
solani levou a uma forte indugdo na expressdo do ALF a partir de 24 h,
sugerindo a participagdo do ALF na defesa contra o fungo e/ou o
envolvimento do fungo em estimular a producdo desse AMP de L.
vannamei.

No caso de desafios bacterianos, os niveis de expressdo dos ALFs
aumentam em diferentes peneideos nas primeiras 12 h ap6s infeccéo
com Vibrio (primeira fase das reagcdes imunolégicas) e voltam a seus
niveis basais cerca de 48 h depois do inicio do processo inflamatério
(Supungul et al., 2004; Liu et al., 2005; de Lorgeril et al., 2008). No
caso de uma infeccdo flngica, 0 aumento na expressdo desse AMP se
manteve até o Ultimo periodo analisado (72 h), mostrando uma resposta
diferenciada daquela encontrada para bactérias.

Em outro estudo, o desafio de P. monodon com V. harveyi
modulou positivamente os niveis de expressdo do ALF especialmente
em 6 h apds a infeccdo, seguido por um retorno aos niveis basais em 48
h (Supungul et al., 2004). De maneira semelhante, em L. vannamei
infectados com V. harveyi os niveis de expressdo do ALF foram
significativamente maiores em varios pontos ap6s a infeccédo (1, 12, 18,
24 e 36 h ap6s o desafio) (Wang et al., 2010).

N&do existem relatos de modulacdo génica do ALF mediante
infeccdes fungicas, no entanto, sabe-se que as infecgdes virais podem
modular a expressao desse AMP de maneira diferenciada de acordo com
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o grau de infec¢cdo. Infeccdes brandas pelo WSSV ndo promovem a
modulacdo da expressdo do ALF em L. vannamei (de la Vega et al.,
2008), enquanto que infecgBes severas por esse mesmo virus levam a
diminuicdo da expressdo desse AMP (Guertler, 2010). J& no lagostim
Pacifastacus leniusculus severamente infectados por WSSV foi
observada uma superexpressao desse AMP (Liu et al., 2005).

Além do grau de severidade da infecgdo, esse padrdo de
expressao diferenciado poderia ser ainda explicado pelo fato que
existem diferentes familias de ALFs e que os trabalhos ndo apresentam
essa distincdo. Além disso, esse AMP pode ser expresso em diferentes
subpopulacdes de hemdcitos granulares e/ou a regulacdo da transcri¢do
desse AMP pode ocorrer também durante a fase tardia da infeccéo (apds
72 h) (de Lorgeril et al., 2008).

Um ponto a ser considerado é que varios estudos mostraram que
0s ALFs possuem algum tipo de um efeito inibitério in vitro sobre o
crescimento e a replicacdo tanto de virus, quanto de bactérias e fungos
(Iwanaga et al., 2002; Liu et al., 2006; de la Vega et al., 2008; Tharntada
et al., 2009). Os relatos mais recentes envolvem o silenciamento génico
pés-transcricional do ALF via RNA de interferéncia (RNAI), onde o
camardo L. vannamei ALF-silenciado apresentou uma maior
susceptibilidade a infeccdes bacterianas (V. penaeicida) e fungicas (F.
oxysporum) (de la Vega et al., 2008). Liu e colaboradores (2005)
demonstraram ainda que o silenciamento desse AMP leva a um aumento
na taxa de replicagdo do WSSV em P. leniusculus, sugerindo que o ALF
possua também um papel antiviral nos crustaceos, hipétese essa ainda
controversa se considerarmos os relatos de expressdo génica existentes.

A andlise de expressdo da stylicina, outro AMP com atividade
antifingica, mostrou que esse AMP foi afetado pelo desafio com F.
solani de forma semelhante as peneidinas, onde os niveis de transcritos
foram fortemente reduzidos em todos os periodos estudados. A redugédo
maxima ocorreu 24 h ap6s o desafio, de maneira similar as PEN 2 e
PEN 4. Além disso, diferentemente da expressdo da proPO, mas de
maneira semelhante aquela das PEN 2 e PEN 4, a injecdo de tampao
reduziu a expressdo da stylicina em 6 e 48 h ap6s o estimulo da injecéo.

A atividade antifingica da stylicina de L. stylirostris esta
relacionada ndo somente a sua capacidade de se ligar a moléculas da
parede celular de F. oxysporum (como as f-1,3-glicanas), mas
especialmente por afetar o crescimento in vitro desse fungo (Rolland et
al., 2010). Paralelamente, as stylicinas parecem facilitar a eliminagéo
intracelular dos patdgenos através da fagocitose, uma vez que
apresentam também um potencial efeito opsonizante (Rolland et al.,
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2010). Embora no presente estudo ndo tenha sido examinada a taxa de
clearance dos esporos no organismo dos camardes, tais propriedades
bioldgicas da stylicina poderiam justificar a redugdo da expresséo desse
AMP apds o severo desafio fungico realizado. Os hemdcitos, local de
sintese das stylicinas, a partir da infeccdo experimental, estariam sendo
desviados para processos celulares de defesa, como a fagocitose, a
formacéo de nddulos (esporos) e capsulas (hifas) e também lise celular,
liberando imunoefetores como os AMPs para a eliminagdo do patdgeno
em questdo. A reducdo dos hemdcitos granulares da circulagdo
resultaria, por consequencia, na deteccdo de um baixo numero de
transcritos da stylicina, assim como observado para os subgrupos de
peneidinas.

As respostas imunolégicas desencadeadas por uma infecgdo
microbiana podem ser caracterizadas em duas fases distintas (Bachere et
al., 2004). A primeira fase, observada nas primeiras 12 h apds o desafio
microbiano, é caracterizada pela migracdo dos hemdcitos em dire¢éo ao
local da infeccdo. Nesse periodo, ocorre uma reducdo no nimero de
hemdcitos expressando AMPs. Além disso, as peneidinas e os peptideos
derivados da hemocianina, os quais também apresentam atividade
antiflngica, sdo normalmente encontrados livres na circulagio (Bachere
et al., 2004). O recrutamento massivo de hemdcitos para os sitios de
infeccdo culmina na liberacdo do contetdo intragranular (Mufioz et al.,
2004) e desaparecimento destes da circulagdo. Nesses locais, 0s AMPs,
juntamente com outros imunoefetores celulares, sdo liberados e
participam da eliminacdo dos patégenos infecciosos.

Segundo Bachére (2004), durante a segunda fase da infec¢do, que
ocorre entre 48 e 72 h apds o desafio, observa-se um forte acimulo das
peneidinas préximo ao local da injecdo ou na superficie subcuticular,
onde esses AMPs demonstram sua propriedade de se ligar a quitina.
Paralelamente, essa fase também é caracterizada pelo aumento do
ndimero de transcritos de alguns AMPs, resultado da reabilitacdo do
sistema de defesa do animal e ativagdo da hematopoiese.

Efetivamente, as duas fases das respostas imunoldgicas foram
claramente observadas em camardes injetados com micro-organismos
mortos por calor (bactérias A. viridans e V. alginolyticus e fungo F.
oxysporum) (Destoumieux et al., 2000) ou com bactérias do género V.
penaeicida (de Lorgeril et al., 2005; 2008). Durante infec¢bes causadas
por esses patogenos, ocorre a modulacdo da expressdo de diferentes
familias de AMPs, tais como PEN 2, PEN 3, ALF, stylicina, crustina e
lisozima (de Lorgeril et al., 2008). Com exce¢do do ALF, todos os genes
testados apresentaram uma queda no nimero de transcritos durante as
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primeiras horas apos o desafio (12 h), sequido por um aumento na fase
tardia da infeccdo ap6s 24 h. Esse perfil de expressdo é semelhante ao
encontrado em um estudo prévio com a PEN 3 em L. stylirostris (Mufioz
et al., 2004), e crustinas em L. vannamei (Burge et al., 2007) e também
ao observado no presente estudo com fungo F. solani, no caso das
peneidinas e stylicina. Camardes L. vannamei severamente infectados
com F. solani apresentaram uma reducdo na expressao de PEN 2, PEN
3, PEN 4 e stylicina, sendo que o ALF, apresentou um aumento no nivel
de transcritos, como observado nas infecgdes bacterianas.

No periodo de 24 h ap6s o desafio microbiano (segunda fase das
respostas imunoldgicas), por sua vez, o nimero de transcritos para PEN
2, PEN 3, lisozima, crustina e stylicina voltam a aumentar nos
hemdcitos circulantes, possivelmente em fungdo dos eventos de
hematopoiese (reacdes sistémicas) (Mufioz et al., 2004; de Lorgeril et
al., 2008). No entanto, no caso da infeccdo severa com F. solani o
namero de transcritos das peneidinas e stylicina se manteve reduzido até
0 periodo de 72 h, exceto para o subgrupo PEN 4.

Em concluséo, os resultados obtidos no presente estudo indicam
que a infeccdo severa pelo patdgeno oportunista F. solani modula
negativamente diversos efetores imunoldgicos de L. vannamei, como o
zimdgeno proPO, os subgrupos de peneidina PEN 2, PEN 3 e PEN 4 e a
stylicina, especialmente até 48 h apds o desafio, enquanto induz um
aumento na expressdo do ALF a partir de 24 h da injecao.

Embora a resposta das proteinas de reconhecimento de fungos,
BGBP e LGBP, ndo tenha sido fortemente modulada por F. solani, a
infec¢do severa pelo fungo reduziu a expressdo da BGBP até 24 h apos o
desafio. Apesar do estabelecimento prévio do papel dessas PRPs no
reconhecimento de fungos, a participacdo direta dessas proteinas nos
mecanismos antifingicos permanece ainda ndo elucidada. Ja a proPO e
0s AMPs analisados parecem estar diretamente envolvidos na limitagcdo
de infecgBes fungicas, em funcdo da forte modulacdo génica dessas
moléculas em resposta a infeccdo experimental por F. solani. No
entanto, estudos complementares sd0 necessarios para melhor
compreender a participacdo dessas moléculas na defesa antiflngica.



CAPITULO 2

Tentativa de silenciamento das proteinas de reconhecimento de
fungos, BGBP e LGBP, por RNA de interferéncia
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1. INTRODUCAO

O sistema de RNA de interferéncia (RNAi) é um mecanismo
antigo e conservado, envolvido tanto na eliminacdo de RNAs
mensageiros (RNAm) anémalos eventualmente produzidos pela célula,
como também participa da defesa natural do organismo contra parasitas
moleculares como transposons e virus. Esse mecanismo foi observado e
descrito nos mais diferentes seres vivos, como plantas, fungos,
nematodeos, artropodes e mamiferos. A protecdo baseada na via de
RNAI é sequéncia-especifica, onde o RNA de fita dupla (dsRNA; do
inglés, double-stranded RNA) desencadeia a destruicdo do RNAmM
homélogo a sua propria sequéncia (Hannon et al., 2002).

Nos animais, este mecanismo foi primeiramente descrito no
nematodo Caenorhabditis elegans, onde foi demonstrado que injecdes
de dsRNAs ou de uma mistura de fitas simples de RNAs senso e
antisenso poderiam silenciar especificamente determinados genes
enddgenos do verme, desde que as fitas do RNA introduzido fossem
complementares as sequéncias transcritas dos genes de interesse (Fire et
al., 1998). No entanto, os autores verificaram que injecdes de dsRNAs
sdo mais eficazes no que se refere ao nivel de silenciamento induzido do
que injecdes de fitas simples de RNA (Fire et al., 1998).

A ativacdo do sistema RNAI ocorre no citosol da célula, a partir
do reconhecimento de sequéncias longas de dsRNA ou fitas de RNA em
forma de grampo (hRNA; do inglés, hairpin RNA) pela
endoribonuclease Dicer (RNase I11), a qual cliva os longos dsRNA em
pequenos RNAs duplex (21-25 nucleotideos), denominados siRNAs (do
inglés, short interfering RNA) e miRNAs (do inglés, microRNAs),
respectivamente (Aliyari; Ding, 2009; Castanotto; Rossi, 2009). No caso
de uma infeccéo viral, os sSiRNAs sdo também denominados ViRNA (do
inglés, viral RNA). Convém lembrar que os dsRNA sdo considerados
PAMPs virais, e portanto a Dicer se comporta, nesse caso, CoOmo uma
PRP para virus (Aliyari; Ding, 2009).

Os siRNAs e miRNAs resultantes da clivagem pela Dicer sdo
incorporados ao complexo multiproteico de silenciamento induzido por
RNA ou RISC (do inglés, RNA-induced silencing complex), que levara a
degradacdo especifica ou a repressdo da traducdo de RNAm com regides
complementares a sequéncia do dsRNA/hRNA desencadeante
(Castanotto; Rossi, 2009). Brevemente, ap6s a associacdo dos siRNAs
ao RISC citosolico, as duas fitas serdo separadas e a fita antisenso (ou
sequéncia-guia) sera utilizada como molde pelo RISC para encontrar e
degradar o RNAm alvo de sequéncia complementar. O ndcleo catalitico
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do RISC é membro de uma familia altamente conservada de proteinas,
denominada argonauta (AGO) (Liu et al., 2004).

O silenciamento génico dirigido pelos siRNAS pode ocorrer sob
duas formas: (a) repressdo da traducdo no citosol, mecanismo conhecido
por silenciamento génico pés-transcricional ou PTGS (do inglés, post-
transcriptional gene silencing), ou (b) repressdo da transcricdo no
ndcleo, conhecido por silenciamento génico transcricional ou TGS (do
inglés, transcriptional gene silencing) (Castanotto; Rossi, 2009;
Moazed, 2009).

O PTGS é decorrente de uma clivagem direta da sequéncia
especifica do RNAm alvo ou da repressdo da traducéo e degradagdo do
RNAmM (Castanotto; Rossi, 2009). Clivagens diretas de sequéncias
especificas ocorrem quando o RNAm alvo ¢é perfeitamente
complementar ao SiRNA/miRNA, sendo degradado logo apds a
clivagem pelo RISC. J& a repressdo da traducdo e a degradacdo do
RNAmM ocorre quando a sequéncia-guia possui apenas uma
complementariedade parcial ao RNAm alvo. Assim sendo, no PTGS, o
gene é normalmente transcrito dentro da célula, mas ndo consegue ser
traduzido, pois 0 RNAm é antes degradado.

O TGS é um mecanismo de silenciamento ainda pouco
compreendido, mas, diferentemente do PTGS, age em nivel nuclear e
ndo diretamente sobre a molécula de RNAm. O TGS promove
alteracGes na estrutura da cromatina inibindo a transcricdo de genes
especificos. Esse mecanismo foi inicialmente descoberto em plantas,
onde pequenos RNAs produzidos de transgenes promoviam a metilagédo
de sequéncias homologas de DNA enddgeno e de histonas (All6;
Kornblihtt, 2010). Posteriormente, 0 TGS foi também detectado em
leveduras, células de mamiferos (All6; Kornblihtt, 2010), Drosophila
melanogaster e C. elegans (Moazed, 2009).

A incorporacdo do dsRNA pela célula e o fendbmeno de
propagacdo sistémica de silenciamento, observado em alguns estudos
com C. elegans e D. melanogaster, parece estar ligado a dois
mecanismos distintos: (a) transferéncia do dsRNA ao citosol por um
canal protéico transmembrana, denominado SID-1 (do inglés, systemic
interference defective); e (b) endocitose, utilizando receptores scavenger
de reconhecimento de padrdo (Huvenne; Smagghe, 2010). Efetivamente,
sabe-se que os siRNAs ndo podem atravessar facilmente a membrana
celular devido ao seu tamanho e carga negativa (Castanotto; Rossi,
2009).

A propagacao sistémica do efeito RNAi em camardes é ainda um
fendmeno ndo compreendido. No entanto, recentemente, um homologo
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da SID-1 foi identificado em Litopenaeus vannamei (Lv-Sidl), cuja
expressdo aumentou substancialmente apds injectes de dsRNA de
sequéncia ndo-especifica (Labreuche et al., 2010). Esses resultados
indicam que o dsRNA ativa a transcricdo do gene Lv-Sidl e sugerem
um potencial papel dessa SID-1 na captagdo dos dsRNAs pelas células
dos camardes. Além disso, alguns genes das principais proteinas
envolvidas na via de RNAI, como Dicer e argonauta ja foram clonados
em camarfes Penaeus monodon (Unajak et al., 2006; Dechklar et al.,
2008; Su et al., 2008) e L. vannamei (Labreuche et al., 2010; Yao et al.,
2010; Chen et al., 2011).

A primeira evidéncia da existéncia tanto do mecanismo de RNAI
como do seu papel na defesa antiviral especifica em camardes L.
vannamei foi demonstrada por Robalino e colaboradores (2005). Nesse
trabalho ficou evidenciado que injecdes de dsRNA especificos para
proteinas de certos virus (WSSV ou TSV; do inglés, taura syndrome
virus) resultaram em uma protecdo antiviral especifica e praticamente
completa contra infeccBes por estes virus ndo relacionados. De forma
semelhante, sequéncias especificas de dsSRNA foram também capazes de
suprimir a replicagdo do virus YHV (do inglés, yellow head virus) em P.
monodon (Tirasophon et al., 2005; Yodmuang et al., 2006).

Além do papel antiviral do RNAI, esse sistema pode ainda levar
ao silenciamento de genes endégenos, como detalhado anteriormente.
Pelo fato do RNAI interferir em pontos criticos do processo de sintese
de proteinas, a utilizacdo biotecnoldgica desse sistema (técnica do
RNAI) possibilita o silenciamento temporario de genes de interesse.
Assim, injeces no animal de sequéncias especificas de dsRNA podem
suprimir in vivo a expressdao de um gene alvo, tornando possivel a
avaliacdo da atividade bioldgica do produto génico de interesse
(Grishok, 2005). Dessa forma, o RNAi vem sendo empregado como
uma ferramenta poderosa para a analise sistematica de funcédo génica de
vérias classes de moléculas.

Nos Ultimos anos vem crescendo a utilizacdo da técnica de RNAI
para elucidar a funcdo de genes e proteinas correspondentes em Vvarios
organismos, como vermes (Mori et al., 2008; Palakodeti et al. 2008),
insetos (Cruz et al., 2008; McGregor et al., 2008), plantas (Sappl et al.,
2008; Bhuiyan et al., 2008) e também em vertebrados (Golding et al.,
2006) e invertebrados (Hirono et al., 2010).

Considerando a relevancia do cultivo de camarbes para a
aquicultura mundial, estudos que visam compreender o0 sistema
imunolégico desses animais para aumentar a resisténcia a infeccdes
microbianas sdo importantes e urgentes. O mecanismo de RNAI
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corresponde a uma ferramenta efetiva para viabilizar estudos dessa
natureza, uma vez que permite o estudo funcional de moléculas
envolvidas com a resposta imunoldgica dos camardes frente a infecgdes
bacterianas, virais e flngicas.

Em camardes, estudos dessa natureza sdo recentes e envolvem na
maioria dos casos proteinas imunoldgicas, tais como a proteina de
coagulacdo e a transglutaminase que estdo envolvidas no sistema de
coagulacdo (Maningas et al., 2008), os peptideos antimicrobianos ALF
(de la Vega et al., 2008) e crustina (Shockey et al., 2008), o zimégeno
pré-fenoloxidase (proPO) (Amparyup et al., 2009; Fagutao et al., 2009),
a enzima de ativacdo da proPO (PPAE) (Charoensapsri et al., 2009;
2011), um receptor Toll-like (Wang et al., 2010), um efetor de apoptose
caspase 3 (Rijiravanich et al., 2008), a endoribonuclease Dicer-1 (Su et
al., 2008) e uma argonauta (Dechklar et al., 2008). Com excec¢do das
proteinas envolvidas na coagulacao da hemolinfa, todas essas moléculas
sdo consideradas imunoefetoras e, na literatura atual ndo estdo
disponiveis estudos descrevendo o silenciamento de proteinas de
reconhecimento de padréo (PRPs) em camardes.

Como mencionado anteriormente, os fungos filamentosos séo
patdgenos oportunista de camarBes e o0 seu reconhecimento pelo
organismo ocorre através de duas PRPs capazes de se ligar a f-1,3-
glicanas: BGBP e LGBP. Essas PRPs apresentam, assim, um importante
papel nas respostas imune inatas, através do reconhecimento de
patdgenos e consequente ativacdo do sistema propor em crustaceos
(Duvic; Soderhall, 1990; Barracco et al., 1991; Cerenius et al., 1994;
Vargas-Albores et al., 1996; Lee et al., 2000; Roux et al., 2002).

Até o presente momento, a participagdo da PGBP/HDL e da
LGBP na defesa contra infecgbes fingicas em crustaceos foi apenas
demonstrada in vitro através da interagao das proteinas com [-1,3-
glicanas e LPS (Lee et al., 2000, Roux et al., 2002). Dessa forma, além
do seu isolamento e caracterizagdo ndo existem na literatura
informagdes a respeito da atividade biologica in vivo dessas PRPs,
mostrando, por exemplo, a participacdo das mesmas no combate as
infeccdes flngicas em crustaceos de interesse econdmico.

Sendo assim, 0 presente estudo utilizou a técnica do RNAI para
induzir o silenciamento dos transcritos da PGBP/HDL e¢ LGBP em
camardes L. vannamei desafiados com o fungo Fusarium solani, a fim
de avaliar a implicacdo da auséncia dessas PRPs no sistema de defesa
dos camardes frente a infec¢des flingicas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a implicacdo de duas proteinas de reconhecimento de f3-
1,3-glicanas na defesa de Litopenaeus vannamei contra a infeccdo pelo
fungo Fusarium solani, através do silenciamento génico pos-
transcricional por RNAI.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Produzir dsRNAs especificos para silenciar o gene da BGBP/HDL
(dsRNA BGBP) e da LGBP (dsRNA LGBP) de L. vannamei.

2.2.2 Avaliar o silenciamento da BGBP e LGBP em camardes mediante
a injecdo de diferentes concentragdes de dsRNA, bem como o periodo
de maior silenciamento para os respectivos genes.

2.2.3 Avaliar o envolvimento da BGBP/HDL e LGBP nas respostas
antifungicas em camarfes desafiados com F. solani e tratados
previamente com dsRNA especifico, a partir da mortalidade cumulativa
dos animais.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

No presente estudo foram utilizados camardes livres de patdgenos
especificos (SPF) da espécie Litopenaeus vannamei (n = 120, peso = 6-8
g), gentilmente fornecidos pela Fazenda de Cultivo Quality Camardes
(S&o Francisco do Sul/SC). No estudo preliminar, contudo, foram
utilizados animais (n = 30, peso = 10-12g) L. vannamei SPF
provenientes do Laboratério de Camardes Marinhos (LCM, AQI,
UFSC).

O acondicionamento e alimentacdo dos animais foram realizados
conforme descrito no item 3.1 do Capitulo 1.

3.2 Sintese do dsRNA homélogo a sequéncia da GBP/HDL e LGBP

O RNA dupla fita correspondente a uma sequéncia parcial do
gene codificante para a BGBP/HDL ¢ LGBP de L. vannamei (dsSRNA
BGBP e dsRNA LGBP, respectivamente) foi sintetizado conforme
protocolo preconizado pelo kit de transcricdo TranscriptAid™ T7 High
Yield (Fermentas) utilizando os promotores T7 fornecidos pelo kit
BLOCK-iT™ RNAi TOPO® (Invitrogen). Para tal, fragmentos de 535
pb e 399 pb correspondentes a BGBP/HDL e LGBP de L. vannamei,
respectivamente, foram amplificados a partir do cDNA do
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hepatopancreas por PCR, utilizando os iniciadores BGBP-Fw/BGBP-Rv
e LGBP-Fw/LGBP-Rv (Tabela 3) (Wang et al., 2007).

Tabela 3. Pares de iniciadores utilizados na sintese dos dsSRNAs BGBP ¢ LGBP
e na confirmac&o do silenciamento génico especifico.

Produto  Numero de

Iniciador Sequéncia 5° — 3’ (Fw/Rv)
(pb) acesso
CTTCAGTCTTCACGGCTTCC
BGBP 535 AY?249858
GCGAGCCTTGATACCTTCTG
CTGGCTCTAGCAGCAACCTC
LGBP 399 AY723297
CCTCGTCCACGTAGAACTCC
TAATCCACATCTGCTGGAAGGTGG
B-actina 800 AF300705

TCACCAACTGGGATGACATGG

Em seguida, o produto amplificado foi ligado ao promotor T7
durante 15 min a 37°C, e apds foi realizada a amplificagéo deste produto
para produzir separadamente as fitas senso (iniciadores BLOCK-I1t T7 e
BGBP-Rv ou LGBP-Rv) e antisenso (iniciadores BLOCK-It T7 e
BGBP-Fw ou LGBP-Fw) do DNA complementar. Essas amostras
foram, entdo, submetidas a uma reacdo de transcri¢do para producéo das
sequéncias do RNA senso e antisenso correspondente, utilizando NTPs
(15 mM) e a enzima TranscriptAid™ Mix. Apds tratamento das
amostras com DNase (1 U/ul), foi realizada a purificagdo por
precipitacdo com etanol 100% (2:1) e quantificacdo por
espectrofotometria (Azso nm; GE Healthcare NanoVueTM) das amostras.
Em seguida, quantidades equimolares de RNA senso e antisenso foram
hibridizadas (1 h a uma temperatura decrescente de 95°C a 25°C) para
formar o dsRNA. A qualidade do dsRNA BGBP e dsRNA LGBP
formado foi entdo avaliada por analise em gel de agarose (1%) e a
concentracdo mensurada espectrofotometricamente  (Azsonm) (GE
Healthcare NanoVue™).

3.3 Silenciamento da expressio da BGBP/HDL e LGBP por RNA de
interferéncia

A fim de verificar a eficiéncia do dsRNA especifico para as PRPs
BGBP/HDL e LGBP, bem como o periodo de maior silenciamento
génico, foram testadas diferentes concentracbes de dsRNA,
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administradas nos animais via sistémica em doses Unica ou sequenciais,
como detalhado a seguir. Inicialmente, foi testado o efeito de uma dose
Gnica de 1 ou 2,5 pg de dsRNA para cada 1 g de peso vivo do animal
(ng/g) (n = 2 para cada concentracdo e gene), ou seja, 10-12 pg/animal
ou 25-30 pg/animal, respectivamente. Posteriormente, foram testadas
duas doses sequenciais, com intervalo de 24 h entre as injecGes, de 2,5
Mg/g (n = 2 para cada gene), ou seja, total de 50-60 pg/animal.

A fim de verificar o periodo de maior silenciamento génico, 0s
animais foram sacrificados em 48 h (2 dias) e 72 h (3 dias) apos a
injecdo de uma dose Unica ou das doses sequenciais (n = 2 para cada
tempo, condicao e gene), sendo que a expressao do gene foi avaliada por
PCR convencional. Dessa analise foi possivel inferir que o
silenciamento méaximo da LGBP ocorreu 72 h apds a injecdo de duas
doses sequenciais de 2,5 pg/g de dsRNA LGBP. O experimento
empregando as doses de dsRNA BGBP ndo resultou em nenhum
silenciamento génico, sendo entdo esse gene descartado das analises
posteriores. Dessa forma, no experimento definitivo foi utilizado apenas
0 dsRNA LGBP na maior concentracdo testada e em doses sequenciais,
como detalhado a seguir.

Os camardes (n = 120) foram divididos aleatoriamente em quatro
grupos  experimentais, em triplicata (n = 30/grupo; 10
animais/réplica/grupo), para avaliar a supressao especifica da expressdo
do gene codificante para a LGBP e a taxa de mortalidade apés desafio
com F. solani. Os grupos experimentais consistiram nos grupos com
animais: G1: injetados apenas com solucdo tampdo estéril para
peneideos (SSP; Tris 10 mM, NaCl 0,33 M, pH 7,4) (controle
experimental); G2: injetados com SSP e infectados com esporos de F.
solani (controle positivo da infec¢do); G3: injetados com dsRNA LGBP
de L. vannamei (dsRNA LGBP) e ndo infectados (controle da técnica);
G4: injetados com dsRNA LGBP e infectados com esporos de F. solani.

Os animais dos grupos G3 e G4 foram injetados com 2,5 pg de
dsRNA (100 pl) para cada 1 g de peso vivo (dsSRNAL), entre o primeiro
e segundo segmento abdominal. Ja os dos grupos Gl e G2 foram
injetados com o mesmo volume de SSP. Ap6s 24 h, os camardes
receberam a dose-refor¢co de dsRNA, na mesma concentragdo anterior
(dsSRNA2 — G3 e G4; enquanto G1 e G2 foram novamente injetados
com SSP) (Figura 14).
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Figura 14. Esquema explicativo do desenho experimental do silenciamento
génico. No periodo de pré-infeccéo, camardes L. vannamei foram injetados com
duas doses de dsSRNA LGBP com intervalo de 24 h (dsSRNAL e dsRNA2) nos
grupos G3 e G4 ou SSP (G1 e G2). Apos a injecdo da dose-reforco (72 h) os
animais foram desafiados (G2 e G4) ou ndo (G1 e G3) com o fungo Fusarium
solani (1,5 x 10" esporos). A confirmacdo do silenciamento foi verificada
mediante coleta de tecidos (hemolinfa e hepatopancreas) imediatamente antes
do desafio.

O silenciamento génico especifico foi avaliado individualmente
através de andlises de densitometria de bandas (item 3.6) através da
reducdo na amplificacdo do produto génico correspondente a LGBP nos
animais tratados com dsRNA (G3 e G4), em relagdo aos animais
controle (G1 e G2) ap6s 72 h da administracdo da dose-reforgo,
imediatamente antes da infeccdo (n = 5 por grupo) (Figura 14).

3.4 Infecgdo experimental dos camardes com Fusarium solani

A cultura do fungo filamentoso F. solani, bem como o preparo do
indculo fangico e a confirmacdo da infeccdo foram realizados como
descrito nos itens 3.2 e 3.3 do Capitulo 1. O desafio flingico dos animais
dos grupos G2 e G4 foi feito a partir de injecdes com 100 pl da
suspensdo flngica contendo 1,5 x 107 esporos, 72 h apds o tratamento
dos animais com dsRNA LGBP (G4) ou SSP (G2). Tal dose foi
determinada previamente (item 3.3, Capitulo 1) como sendo responsavel
pela mortalidade de 100% dos animais em 6 dias (dose letal). Os
camardes dos grupos controle G1 e G3 foram injetados com 0 mesmo
volume de SSP.

A fim de avaliar a participacdo da LGBP na defesa/resisténcia do
camardo frente a infeccdo flngica, a mortalidade cumulativa dos
animais tratados ou ndo com dsRNA foi monitorada por 7 dias, a partir
do desafio fungico.

Ao final do experimento, todos os animais utilizados foram
autoclavados antes do descarte como medida de contencdo da



53

contaminacdo, sendo que todo material utilizado, assim como a agua dos
aquarios, foram desinfetados por hipercloracdo (30 mg/l de hipoclorito
de sédio), segundo normas contidas no Manual de Diagndsticos de
Patologias de Animais Aquaticos da OIE (2009).

3.5 Coleta de tecidos, extracdo de RNA e sintese de cDNA

A hemolinfa e hepatopancreas dos camarfes (n = 5 por grupo)
foram coletados e analisados individualmente, conforme descrito no
item 3.4 do Capitulo 1. Os RNAs totais foram extraidos dos tecidos e a
transcricdo reversa dos mesmos foi realizada conforme descrito no item
3.5 do Capitulo 1.

3.6 Verificagdo do silenciamento génico das proteinas de
reconhecimento de fungos: BGBP/HDL e LGBP
A verificagdo do silenciamento génico da BGBP/HDL e

LGBP foi realizada a partir de uma reacdo de PCR com cDNA
sintetizado dos hemdcitos e hepatopancreas de animais injetados com
dsRNA BGBP, dsRNA LGBP ou SSP (controle). Foram utilizados
iniciadores especificos para a BGBP/HDL e LGBP de L. vannamei, 0s
mesmos utilizados para a sintese de dsSRNA (Tabela 3). Para a reagdo de
PCR realizada em um volume de 10 pL, foram adicionados 1 ul de
DNA, 10 pM de cada iniciador, 1 U da enzima Tag DNA polimerase
(Fermentas), dNTP 2 mM e MgCl, 50 mM, em termociclador (Biocycler
- MJ96+/MJ96G) programado para 1 ciclo inicial de 94°C por 10 min,
seguido de 24 ciclos de 94°C por 1 min, 63°C (BGBP/HDL) ou 55°C
(LGBP ¢ B-actina) por 1 min e 72°C por 1 min, e um ultimo ciclo de
extensdo a 72°C por 10 min. Os produtos de PCR amplificados foram
analisados em gel de agarose (1%) e corados em uma solugdo de
brometo de etidio (0,01% v/v) e registrados em fotodocumentador.

O nivel de silenciamento da BGBP/HDL e LGBP foi determinado
de forma semiquantitativa utilizando o programa ImageJ, de modo que a
expressdo do gene de interesse (quantidade relativa de RNAm) foi
calculada através da razdo entre o gene alvo e o gene de referéncia (p-
actina), em relacdo a amostra controle (G1 e G2: camardes ndo tratados
com dsRNA) a partir dos valores de densitometria das bandas
amplificadas. Foram realizadas 3 rea¢6es de PCR para cada amostra e 0s
dados apresentados correspondem a uma média dos valores obtidos na
analise de densitometria das bandas dos géis destas reacoes.
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4. RESULTADOS

A injecdo de uma dose Unica de dsRNA nas concentracOes de 1
ou 2,5 pg/g de peso vivo ndo foi suficiente para induzir o silenciamento
especifico da BGBP/HDL nem da LGBP em L. vannamei. No entanto, a
injecdo dos animais com duas doses sequenciais do dsRNA LGBP
(dose-reforgo 24h apds a 12 dose) permitiu o silenciamento especifico
dessa PRP no 2° e 3° dias (48 e 72 h, respectivamente) apOs a
administragdo da Gltima dose (Figura 15), nos experimentos
preliminares feitos com 2 animais em cada periodo. Esses camardes,
provenientes do Laboratério de Camardes Marinhos (LCM, AQI,
UFSC), tiveram a LGBP silenciada no segundo periodo analisado (72
h). As analises densitométricas revelaram que no periodo de 2 dias ap6s
a dose-reforco, o silenciamento da LGBP foi de 18%, aumentando para
72% e 95% o nivel de silenciamento no 3° dia apds a segunda dose
(Figura 15). No caso da BGBP/HDL ndo foi observado nenhum nivel de
silenciamento (1, 2 ou 3 dias ap6s a 22 injecdo), mesmo apds a
administragdo de duas doses de dsRNA nos animais.

A partir desses resultados preliminares, realizou-se entdo o
experimento definitivo, empregando um maior nimero de camardes,
visando avaliar a implicacdo do silenciamento da LGBP na progresséo
da infeccdo pelo fungo F. solani. No entanto, apesar da otimizagédo
prévia da técnica de silenciamento especifico da LGBP, no experimento
definitivo, feito com camardes provenientes da Fazenda de Cultivo
Quality Camardes, 0s animais ndo apresentaram a mesma reducao
significativa na expressdo génica da LGBP, 3 dias ap6s a injecdo da
dose-refor¢o (Figura 16). Cabe ressaltar que dos 30 animais tratados
com dsRNA LGBP (G4) apenas 1/6 deles (n = 5) foram sacrificados
para avaliar o silenciamento, sendo que os demais foram mantidos no
sistema para acompanhar a mortalidade advinda da infeccéo.
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(A)

(B)

800 pb

Figura 15. Perfil eletroforético em gel de agarose do fragmento amplificado
correspondente a LGBP (399 pb) (A) e ao gene de referéncia p-actina (800 pb)
(B) do hepatopancreas de L. vannamei. M: marcador de peso molecular (100
pb); C-: controle negativo; C+: L. vannamei injetado com SSP; Niveis de
silenciamento da LGBP em 3 camardes: de 18% (1) ap6s 2 dias; de 95% (2) e
75% (3) ap6s 3 dias da inje¢do com doses sequenciais de dsSRNA LGBP.

Actina
LGBP

Figura 16. Perfil eletroforético em gel de agarose do fragmento amplificado
correspondente a f3-actina (800 pb) e LGBP (399 pb) do hepatopéncreas de L.
vannamei. M: marcador de peso molecular (100 pb); C+: L. vannamei injetado
com SSP; 1 a 5: Apo6s 3 dias da injecdo da dose-reforco de dsRNA LGBP
(andlise individual, camardes 1 a 5).
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Em relacdo a taxa de mortalidade, tanto os animais tratados como
0s ndo tratados com dsRNA LGBP que foram infectados com o fungo
(confirmacdo por PCR) morreram em 6 dias (100%) apds o desafio com
a dose letal, mostrando que a mortalidade foi dependente da infeccéo e
independente das inje¢fes prévias com dsRNA LGBP (Figura 17). No
entanto, ndo foi observada nenhuma mortalidade nos animais néo
desafiados durante o periodo experimental.
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Figura 17. Mortalidade cumulativa dos camardes L. vannamei nos grupos G1.:
injetados apenas com SSP; G2: injetados com SSP e infectados com esporos de
F. solani; G3: injetados com dsRNA LGBP de L. vannamei (dsSRNA LGBP);
G4: injetados com dsRNA LGBP e infectados com esporos de F. solani.

5. DISCUSSAO

O silenciamento génico via RNA de interferéncia, mediado por
fitas de dsRNA, tem se mostrado uma ferramenta poderosa para
investigar a funcdo de varios genes em crustaceos (Hirono et al., 2010).
Apesar de haver relatos de trabalhos utilizando essa técnica para a
repressdo da expressdo poés-transcricional de algumas moléculas
imunolégicas em camarfes, ndo ha, todavia, estudos com crustaceos
abordando o silenciamento de proteinas de reconhecimento de padrédo de
patdgenos. Em vista disso, o presente trabalho propds pela primeira vez
um estudo sobre a implicagdo do silenciamento de duas PRPs de fungos
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(BGBP/HDL e LGBP) na contengdo da infeccdo pelo patogeno
Fusarium solani em camarfes Litopenaeus vannamei.

Para tal, fitas longas de dsRNA especificos para os genes de
interesse foram sintetizadas e utilizadas nos experimentos, a partir de
protocolos previamente estabelecidos em nosso laboratério (Guertler,
2010). Em funcéo da alta variabilidade na ativacdo do sistema de RNAI
a partir de injecBes de dsRNAs, a escolha da regido da sequéncia génica,
bem como a identificacdo da quantidade adequada de dsRNA a ser
administrada foram fatores prévios fundamentais considerados a fim de
garantir o sucesso da técnica.

Estudos prévios em camar8es indicam que sequéncias longas de
dsRNA sdo mais eficientes para silenciar proteinas enddgenas que
sequéncias curtas (SiRNAs) (Laubreche et al., 2010). Além disso, a
concentracdo de dsRNA necesséria para desencadear o silenciamento
génico especifico &, a priori, diretamente proporcional a abundancia do
RNAm alvo e também varia de acordo com o tecido analisado
(Tirasophon et al., 2005; Maningas et al., 2008). Considerando esses
pressupostos, no presente estudo foram realizados testes preliminares
para determinar tanto a quantidade adequada de dsRNA capaz de induzir
0 silenciamento (dose-resposta), quanto o periodo de silenciamento
méaximo das PRPs alvo, onde o nivel de expressdo dos genes foi
analisado em trés diferentes periodos (1, 2 e 3 dias ap6s a injecdo de
dose Unica ou sequencial de dsRNA).

A injecdo de uma tunica dose de dsRNA BGBP ou LGBP,
independente da quantidade testada (1 ou 2,5 pg/g), ndo foi capaz de
induzir um silenciamento significativo das PRPs de L. vannamei. No
entanto, outros estudos administrando uma Unica dose de dsRNA
levaram ao silenciamento de proteinas imunol6gicas de camardes. Por
exemplo, a proteina de coagulacdo e a enzima transglutaminase de
Marsupenaeus japonicus foram silenciadas com injecGes de 0,5 pg/g e
3,5 ug/g do dsRNA correspondente, 1 e 7 dias ap6s a injecdo (Maningas
et al., 2008).

De maneira interessante, a inibicdo da expressdo dessas proteinas
foi observada mesmo quando a dosagem minima foi utilizada (0,5 pg/g),
demonstrando que mesmo pequenas quantidades de dsRNA foram
suficientes para desencadear o silenciamento especifico das duas
principais proteinas envolvidas na coagulacdo dos crustaceos (Maningas
et al., 2008). Convém ressaltar que os animais utilizados deste estudo
possuiam um peso corporal médio de 2-3 g, enquanto que 0s camardes
empregados em nosso estudo eram maiores (10-12 g). Esses resultados
indicam que essas diferencas no silenciamento podem estar relacionadas
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ao estagio de desenvolvimento do animal e/ou a peculiaridades da
expressao da prdpria proteina.

A susceptibilidade dos animais a infecgdes microbianas pode
estar também vinculada ao seu estagio de desenvolvimento (larvas,
juvenis e adultos). Até o momento, pouco é conhecido a respeito da
ontogenia do sistema imune em camarGes peneideos em
desenvolvimento. Em fungdo disso, grande parte dos trabalhos
envolvendo a imunidade emprega animais juvenis ou adultos e
consideram os hemacitos como as células imunocompetentes, local de
sintese da maioria das moléculas com propriedade de neutralizar e/ou
destruir micro-organismos (Bachere et al., 2004).

Outro trabalho relatando silenciamento com dose Unica e baixa de
dsRNA refere-se ao receptor Toll de L. vannamei que foi silenciado a
partir de inje¢cGes com 1 pg/g de dsRNA, sendo que 0 nimero minimo
de transcritos foi detectado 72 h ap6s a injecdo (Wang et al., 2010). De
maneira semelhante, a expressdo da RNase Dicer de Penaeus monodon
e da proPO de M. japonicus também foram reprimidas apds a injegdo
com 1,7 pg/g e 1,5 pg/g de dsRNA, respectivamente, sendo a expressao
minima observada 48 e 72 h apds o tratamento (Su et al., 2008; Fagutao
et al., 2009).

Esses resultados em conjunto, demonstram que doses Unicas e
baixas de dsRNA especificos podem levar ao silenciamento de
determinadas proteinas enddgenas do camardo, apesar de outros
trabalhos fazerem inferéncia a tratamentos com doses maiores e/ou
multiplas de dsRNA. Como exemplo, o silenciamento dos transcritos
dos AMPs ALF e crustina, e da caspase-3 de L. vannamei foi obtido 48
h apds uma Unica injecdo de 5 pg/g de dsRNA (de la Vega et al., 2008;
Rijiravanich et al., 2008; Shockey et al., 2009). No caso da crustina, o
silenciamento se manteve por 7 dias ap6s a injecdo do dsRNA. Em P,
monodon, os subgrupos ALF 3 e ALF 6 foram silenciadas 85% e 73%
apés 24 h da injecdo Unica de 4 pg/g e 2,5 upg/lg de dsRNA,
respectivamente, confirmando que para o silenciamento desse AMP &
necessario o tratamento dos animais com uma alta concentragdo de
dsRNA (Ponprateep et al., 2011).

No presente estudo, em funcdo da inalteracdo dos niveis de
transcritos da BGBP/HDL e LGBP apds a injecdo de uma dose unica de
dsRNA nos animais, foi realizado um segundo teste empregando duas
doses sequenciais em concentragdo mais alta (2,5 pg/g), com intervalo
de 24 h entre as inje¢bes. O silenciamento foi investigado 1, 2 e 3 dias
apoés a injecdo da dose-reforgo.
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Os niveis de expressao da BGBP/HDL nado foram alterados em
nenhum dos periodos analisados, mesmo apds a administracdo de duas
doses sequenciais de dsRNA. A falha nas tentativas de silenciamento
dessa PRP pode estar relacionada com a sequéncia de nucleotideos do
dsRNA selecionada para o silenciamento. Ainda que a sequéncia
escolhida apresente um tamanho adequado para uma fita de dsRNA (535
pb) e esteja localizada no interior da sequéncia completa da molécula
nativa (afastada por mais de 100 pb das extremidades), a mesma pode
ndo ter sido adequada para a ativar o sistema de RNAI, visto a
complexidade envolvida no reconhecimento de sequéncias, pareamento
perfeito entre as sequéncias de RNA senso-alvo e antisenso gerada no
sistema, bem como a degradacao subsequente do RNAm alvo.

Uma vez que houve um insucesso nas tentativas de silenciamento
da BGBP/HDL, os estudos foram focados no silenciamento da outra
PRP que também se liga a B-1,3-glicanas, a LGBP. Os ensaios iniciais
utilizando camarfes SPF mantidos no Laboratdrio de CamarGes
Marinhos (LCM, AQI, UFSC) resultaram no silenciamento da LGBP de
18% a 95% em 2 e 3 dias, respectivamente, ap6s a injecdo das doses
sequenciais de 2,5 pg/g de dsRNA LGBP. Convém ressaltar que estes
animais eram mantidos em sistema laboratorial, ndo de campo, e
pesavam em média 10-12 g.

O silenciamento génico de proteinas imunoldgicas através da
injecdo de duas doses de dsRNA (intervalo de 24 h entre as doses) ja foi
relatado em diversos outros trabalhos. Por exemplo, o0s subgrupos
PPAE1l e PPAE2 (enzima de ativagdo da proPO) do peneideo P.
monodon também foram silenciadas 48 h ap6s duas injecdes sequenciais
de 2,5 pg/g de dsRNA (Charoensapsri et al., 2009; 2011), semelhante ao
obtido no presente estudo.

No entanto, em outros estudos o silenciamento parece somente
ocorrer mediante tratamento dos animais com concentragdes muito mais
altas de dsRNA. Exemplos disso sdo os estudos com o peptideo
antimicrobiano ALF e com a proPO e a pacifastina (inibidor de serino
proteases), moléculas estas envolvidas com a ativacdo e controle do
sistema proPO, e que foram silenciados no lagostim Pacifastacus
leniusculus a partir de duas injecbes sequenciais de 7,5-10 pg/g de
dsRNA especifico, 24 h apds a dose-refor¢o (Liu et al., 2006; 2007c).

Também no camardo P. monodon, os subgrupos proPO1 e
proPO2 tiveram a expressao silenciada apds a injecdo intramuscular de
duas doses de 5 pg/g de dsRNA, 48 h ap6s a segunda injecdo
(Amparyup et al., 2009). O silenciamento desses zimégenos, portanto,
foi atingido empregando o dobro da quantidade de dsRNA (5 pg/g)
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utilizada no presente estudo, além do tempo de silenciamento méximo
no lagostim (48 h) ter sido também diferente daquele encontrado para a
LGBP de camardo (72 h).

A partir dos resultados positivos de silenciamento da LGBP de L.
vannamei, camardes provenientes de uma fazenda de cultivo foram
submetidos as mesmas condi¢bes de silenciamento previamente
empregadas. Nesse experimento esperava-se conhecer a implicacdo da
auséncia da LGBP na evolugdo do processo infeccioso pelo fungo nos
camarBes. No entanto, apesar da otimizacdo prévia da técnica de
silenciamento da LGBP, o silenciamento ndo foi detectado por analises
de PCR a partir do cDNA dos animais tratados com dsRNA especifico
(1/6 dos animais do grupo experimental). Além disso, todos os animais
do grupo experimental morreram em 6 dias, assim como os do grupo
controle (ndo tratado com dsRNA LGBP), demonstrando que a
mortalidade observada foi decorrente do estabelecimento da infeccao
letal por F. solani.

Algumas hip6teses podem ser consideradas a fim de justificar o
fendbmeno de ndo repeticdo dos resultados prévios no experimento
definitivo. A primeira delas seria que os animais utilizados nos
experimentos (prévio e definitivo) foram cultivados sob condigdes
ambientais diferentes, embora ambos pertencessem a linhagens SPF
produzidas pela mesma empresa (Aquatec Industrial Pecuaria Ltda,
Natal, RN). Ainda, ambos os animais foram cultivados em bioflocos,
que consiste em um sistema eutrofizado, baseado na formacéo de flocos
microbianos constituidos por microalgas, fezes, exoesqueletos, restos de
organismos, bactérias, protozoarios e pequenos invertebrados (Burford
et al., 2003).

No entanto, enquanto os primeiros animais foram cultivados em
laboratério, em tanques de concreto e sob condi¢cbes ambientais
controladas, os Gltimos foram criados em viveiros de terra com fundo
revestido por geomembrana e sob rusticas condicdes ambientais e de
manejo, tipicas das fazendas de cultivo. Talvez os animais da fazenda
estivessem estimulados a um nivel imunolégico tal que mantivesse
elevada a expressdo de alguns genes como o da LGBP, onde, por
consequéncia, seria necessario a nivel experimental uma concentracédo
maior de dsRNA que 2,5 pg/g para promover o mesmo silenciamento
observado com os camardes de laboratorio.

Além dessa hipdtese de que tenha havido um comportamento
diferencial do sistema imune dos camardes segundo o ambiente de
cultivo, pode-se considerar ainda que o silenciamento da LGBP nos
animais de viveiro tenha ocorrido em um periodo anterior ou posterior
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ao analisado (72 h), previamente estabelecido como o de silenciamento
maximo. No entanto, por uma questdo logistica e de delineamento
estatistico ndo foi possivel analisar o silenciamento nos animais em
varios periodos, considerando que 0s camarfes necessitavam ser
sacrificados para a coleta do hepatopancreas e os demais deveriam
permanecer no sistema para a determinagéo da taxa de mortalidade.

Por outro lado, variagbes na eficiéncia do dsRNA construido,
assim como silenciamentos incompletos ndo sdo raros, podendo estar
relacionados com a complexidade do reconhecimento de sequéncias
especificas e dos mecanismos de processamento desencadeados pelo
dsRNA (Amparyup et al., 2009). Alguns estudos demonstram ainda que
o silenciamento génico via RNAI é dose-dependente, de modo que
quanto maior a concentracdo de dsRNA, menor deva ser o nimero de
transcritos observados em um determinado periodo (Fagutao et al.,
2009). Além disso, o tempo de silenciamento pode ser muito curto para
determinados genes, devido a abundancia de sua expressdo, 0 que em
alguns casos demanda andlises de algumas poucas horas. Outros
trabalham relatam ainda que a concentragdo de dsRNA injetado é
fundamental para manter o silenciamento de uma proteina por um
periodo mais longo. Em camardes M. japonicus a injecdo de 0,5 pg/g de
dsRNA especifico é capaz de reprimir a expressdo da proPO somente
em 24 h e ndo em 72 h apo6s a injecdo. J& aumentando a dose de dsRNA
para 2,5 pg/g, esse zimdgeno permanece silenciado por 7 dias, com
silenciamento maximo ocorrendo em 72 h ap6s o tratamento (Fagutao et
al., 2009).

Muitos estudos relatam a ocorréncia de silenciamento apenas
parcial dos genes pela técnica de RNAI. E o caso do silenciamento dos
subgrupos proPO1 e proPO2 de P. monodon (nivel ndo informado pelos
autores) (Amparyup et al., 2009), e das proteinas superéxido dismutase
(cMnSOD) e de uma seleno-proteina M (SelM) de L. vannamei, cujo
silenciamento de 85% e 79%, respectivamente, foi observado 24 h apds
a injecdo de 0,7 pg/g de dsRNA. No entanto, 0 aumento da concentragdo
de dsRNA para 2,7 pg/g resultou também no aumento do nivel de
silenciamento para 100% e 90% das respectivas proteinas cMnSOD e
SelM (Garcia-Triana et al., 2010a; 2010b).

Curiosamente, alguns genes imunoldgicos de crustaceos parecem
ser silenciados apenas a niveis inferiores de 50%, segundo relatos da
literatura. A reducdo dos niveis de expressdo da proPO e da pacifastina
de P. leniusculus foi de apenas 57% e 44%, respectivamente, apos 24 h
da segunda injecdo com uma quantidade extremamente alta de dsRNA,
10 pg/g (Liu et al., 2007c). Isso indica novamente que de acordo com a
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molécula alvo, mesmo injecdes de dSRNA em alta concentragdo néo séo
suficientes para induzir um silenciamento adequado, superior a 80%
pelo menos.

Salvo algumas moléculas cujo silenciamento foi obtido com
pequenas doses de dsSRNA, como foi 0 caso da proteina de coagulacdo e
transglutaminase de M. japonicus (Maningas et al., 2008), Dicer de P.
monodon (Su et al., 2008), proPO de M. japonicus (Fagutao et al., 2009)
e Toll de L. vannamei (Wang et al., 2010), a utilizacdo de doses
relativamente altas (>5 pg dsRNA/g peso vivo) parece necessaria para a
obtencéo de, no minimo, um silenciamento parcial da molécula alvo em
camar@es. Em funcéo disso, a hipbtese de que a quantidade utilizada no
presente estudo tenha sido insuficiente para desencadear o silenciamento
dos RNAm da LGBP de L. vannamei de cultivo (especialmente) parece
ser a mais fundamentada. Além disso, a maioria dos estudos emprega
camarBes de pequeno porte (2 g) e ndo animais juvenis como 0S
utilizados nesse estudo. No entanto, em funcdo da indisponibilidade de
animais desse porte, nossos experimentos foram realizados com animais
de 6 a 12 g de peso vivo.

Um fator importante a ser considerado é o alto custo da técnica de
RNAI no que se refere a sintese de dsRNA, e provavelmente esse seja 0
motivo para a maioria dos estudos utilizarem camarfes de pequeno
porte. Contudo, quanto menor o tamanho dos animais maior é a
dificuldade na coleta de hemolinfa em quantidade suficiente para as
analises de expressdo. Sendo assim, em funcdo do tamanho dos
camar@es disponiveis e do grande nimero de animais necessarios para
um experimento de desafio, ndo foi vidvel aumentar a concentracdo do
dsRNA LGBP e realizar um novo experimento de silenciamento e
infeccdo em tempo habil.

Além da alta concentracdo de dsRNA necessaria para induzir o
sistema de RNAI nos camardes, curiosamente, o efeito do silenciamento
génico pds-transcricional se mostra diferente entre os tecidos dos
camarBes que expressam a molécula estudada. Em camardes P.
monodon, os transcritos da proteina de coagulacdo (classicamente
expressa no hepatopancreas) foram silenciados em outros érgaos, como
branquias e coracdo, 1 dia apds a injecdo do dsRNA (0,5 pg/g), sem
nenhuma alteracdo na sua expressdo em hemdcitos, hepatopancreas,
intestino e 6rgdo linfoide. A reducdo na expressdo da proteina de
coagulacdo nesses Ultimos 6rgdos s6 foi detectada 7 dias apds o
tratamento com dsRNA (Maningas et al., 2008). Isso poderia também
estar ocorrendo com os transcritos da LGBP de L. vannamei, cuja
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expressdo foi investigada somente em 72 h apds o tratamento com
dsRNA.

Resposta diferenciada entre 6rgaos também foi observada para o
silenciamento das proteinas cMnSOD e SelM, onde a repressdo da
expressdo de ambas ocorreu de forma mais acentuada nas branquias do
que no hepatopéancreas, utilizando a mesma concentracdo de dsRNA
(Garcia-Triana et al., 2010a; b). Esses resultados comprovam que guanto
maior a abundancia do RNAm alvo, maior a quantidade de dsRNA
necessaria para desencadear o silenciamento génico especifico.

A proteina alvo do presente estudo de silenciamento, a LGBP, é
uma PRP expressa tanto no hepatopancreas quanto nos hemdcitos de
camardes e sabe-se que a sua expressao € muito mais acentuada no
hepatopancreas (Wang et al., 2007). Sendo assim, espera-se que uma
quantidade ainda maior de dsRNA seja necessaria para silenciar a LGBP
de hepatopécreas. Apesar de terem sido realizadas anélises de
silenciamento génico de ambas LGBPs no presente estudo, nenhuma
alteracdo na expressdo dessa PRP no hepatopancreas e hemdcitos foi
observada.

Em grande parte dos experimentos de silenciamento génico a
administracdo do dsRNA ¢ realizada através de injecGes sistémicas, via
intramuscular, em funcdo de seu baixo custo comparada as outras
formas de delivery. No entanto, alguns estudos em crustaceos mostram
formas alternativas para a administracdo dessa molécula. A argonauta de
P. monodon foi silenciada através de transfeccdo de 2 pug de dsRNA em
células do érgdo linfoide, em 24 h e 48 h apés a transfec¢do (Dechklar et
al., 2008). No lagostim P. leniusculus a injecdo de 7,5 pg/g do dsRNA
ALF resultou apenas na reducdo parcial dos niveis de transcritos desse
AMP, enquanto o tratamento da cultura de células do tecido
hematopoiético com 1 ug de dsRNA permitiu o desaparecimento quase
completo dos transcritos cognatos, demonstrando que o silenciamento
especifico via RNAI é também viavel em um sistema in vitro (células
em cultura) (Liu et al., 2006).

Relatos do uso potencial de dsSRNA para bloquear a progressao de
infeccdes virais em peneideos mostraram uma reducdo nos indices de
mortalidade e uma importante limitacdo na replicacdo viral apés o
tratamento com dsRNAs correspondentes a proteinas virais (Robalino et
al., 2005; Tirasophon et al., 2005; Yodmuang et al., 2006; Kim et al.,
2007; Xu et al., 2007; Assavalapsakul et al., 2009; Guertler, 2010,
Mejia-Ruiz et al., 2011). Quanto a forma de administracdo do dsRNA
para esta finalidade, um dos métodos mais utilizados é também a injecdo
intramuscular, assim como a realizada no presente estudo. No entanto,
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métodos alternativos estdo sendo empregados, como a administracdo
oral de bactérias produzindo o dsRNA (bactérias transformadas,
deficientes em RNase Il1). Sarathi e colaboradores (2008) investigaram
a possibilidade de proteger camardes contra WSSV pela administracdo
oral de racdo coberta com bactérias produzindo dsRNA vp28 ou com
nanoparticulas de quitosana contendo dsRNA da vp28. Contudo, cabe
salientar que a ativacdo do sistema RNAIi depende da entrada do
dsRNA/siRNA na célula do hospedeiro e, portanto, a administragdo via
oral deve garantir que 0s constructos atravessem de fato o trato
digestorio do camardo sem serem degradados e atinjam os tecidos do
animal. Tais alternativas visam uma aplicacdo mais pratica e menos
onerosa da técnica de silenciamento via RNAI, o que viabilizaria a sua
utilizagdo futura em larga escala na carcinicultura.

Apesar do insucesso nas tentativas de silenciamento da
BGBP/HDL e LGBP nas condigdes estabelecidas no presente trabalho,
propostas alternativas estdo sendo consideradas para estudos futuros em
nosso laboratorio, a fim de reverter este cenario. Dentre as
possibilidades levantadas, estaria: (1) a administracdo de duas doses
sequenciais, com intervalo de 24 h, de dsSRNA em uma concentracdo
mais alta, até 7,5 pg/g; (2) analise do possivel silenciamento no periodo
anterior a 24 h e até 72 h apés a injecdo, no minimo; (3) realizar analises
da expressdo apenas da LGBP hemocitaria, o que reduz o nimero de
camardes empregados no teste, uma vez que descarta a necessidade do
sacrificio dos animais.

O estudo da atividade biolégica in vivo dessas PRPs, a partir da
indugdo do silenciamento dos seus transcritos pode evidenciar a
participacdo destas proteinas no combate as infecgdes flingicas em
crustaceos de interesse econdmico e contribuir para um conhecimento
mais amplo do sistema de defesa desses animais.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

1. A injecdo de 10° esporos/ml de Fusarium solani em camardes
Litopenaeus vannamei provocou a mortalidade de 100% dos animais 6
dias apés o desafio (dose letal), enquanto a dose 20x menor (6 x 10°
esporos/ml) ndo resultou em mortes (sobrevivéncia 100%) no periodo de
30 dias (dose ndo-letal).

2. A infeccdo branda de camarfes nativos Farfantepenaeus paulensis
pelo fungo F. solani ndo modulou a expressdo da proteina de
reconhecimento padrdo de fungos, a fGBP. No entanto, uma infec¢do
fungica severa de L. vannamei foi capaz de reduzir 2,5x o nivel de
transcritos da BGBP até¢ 24 h apods o desafio, indicando que a alta
concentracao de esporos reprime a expressdo dessa PRP.

3. Em L. vannamei, a proteina de reconhecimento de fungo LGBP
(hemocitaria e de hepatopancreas) nao foi significativamente modulada
em resposta a infeccdo severa por F. solani, com exce¢do da LGBP
hemocitéria cuja expressdo aumentou 6x em 48 h apds o desafio.

4. Os efetores imunoldgicos proPO, PEN 2, PEN 3, PEN 4, ALF ¢
stylicina foram fortemente modulados ap6s o desafio com F. solani.
Com excecdo do ALF, cuja expressdo foi induzida com o estimulo
microbiano (2 a 3x), todas as moléculas acima tiveram sua expressao
reprimida ap6s a infeccdo experimental.

5. Dentre as moléculas analisadas, as mais fortemente moduladas pela
infeccdo letal foram as peneidinas, cuja repressao da expressao atingiu
100x em relacdo aos animais controle, sugerindo que estes AMPs estdo
envolvidos com a defesa antiflngica dos crustaceos.

6. O dsRNA BGBP, sintetizado para induzir o silenciamento génico
especifico da BGBP/HDL, ndo se mostrou eficaz em nenhuma das doses
e periodos testados.

7. Doses sequenciais de dsRNA LGBP injetadas em L. vannamei (2
doses de 2,5 pg/g) induziu o silenciamento génico especifico da LGBP
em dois individuos cultivados em laboratorio, ap6s 3 dias da injecdo. No
entanto, esse silenciamento ndo foi reproduzido em camardes
provenientes de outro ambiente (fazenda de cultivo), submetidos as



66

mesmas condicdes experimentais. Esses resultados podem estar
relacionados a quantidade insuficiente de dsRNA injetada, ao periodo de
silenciamento analisado e/ou as diferencas no comportamento do
sistema imunoldgico dos animais testados.

8. A dose letal de F. solani provocou mortalidade de 100% dos
camardes em 6 dias, tanto nos animais tratados como nos nao tratados
com dsRNA LGBP.

9. Em estudos posteriores, pretende-se realizar a analise da expressédo
dos mesmos genes (LGBP, proPO, PEN 2, PEN 3, PEN 4, ALF e
styticina) em camardes nativos F. paulensis infectados com a dose ndo-
letal de esporos de F. solani, a fim de verificar o perfil de modulacéo
desses genes em resposta a uma infeccdo branda.

10. Ampliar a andlise de expressdo de genes pertencentes a outras
classes funcionais (além do sistema imune), que podem estar envolvidos
com a defesa antifingica em crustaceos. Tais andlises ja foram iniciadas
em colaboracdo com o Institut Francais de Recherche pour
I'exploitation de la Mer (IFREMER, Franga), utilizando o mesmo
material biolégico (cDNAs) deste estudo, onde 68 genes foram
analisados segundo a sua categoria funcional: (a) Proteinas/petideos
imunolégicos; (b) Antioxidantes, Citocinas e moléculas de sinalizagao
celular; (c) Homeostase e coagulagdo; e (d) Apoptose, Autofagia e
estresse celular. Na fase atual, os dados de expressdo estdo sendo
analisados e, possivelmente, novas informagfes sobre as respostas
moleculares dos camarBes frente a infeccBes por fungos serdo
fornecidas.

11. Realizar o silenciamento via RNAI de uma proteina de L. vannamei
(receptor Toll ou ALF, por exemplo), cuja técnica esteja publicada, a
fim de comprovar a eficiéncia da técnica de silenciamento empregada
em nosso laboratério.

12. Avaliar o silenciamento génico especifico em um periodo anterior a
24 h e até 72 h, pelo menos, verificando a expressdo da LGBP
hemocitaria em diferentes periodos, evitando o sacrificio dos animais.
Além disso, pretende-se avaliar o efeito de concentracGes maiores de
dsRNA LGBP, até 7,5 ug/g, em um nlmero maior de animais.
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13. Verificar a ocorréncia de um padrdo diferenciado na expressdo da
LGBP em animais cultivados em ambientes potencialmente ricos em
micro-organismos (fazenda de cultivo) e em ambientes com condicGes
controladas (laboratério).

14. Analisar o padrdo de expressdo do gene codificante para a LGBP em
camarBes de tamanhos diferentes, a fim de verificar uma possivel
expressao diferencial da proteina segundo o estagio de desenvolvimento
do animal.
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