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RESUMO

QUISPE GASPAR, Ruth Liliam. Avaliacdo da expressdo de genes
associados ao sistema imune durante os estagios de desenvolvimento
do camardo Litopenaeus vannamei. Floriandpolis, 2013. Dissertacdo
de Mestrado em Biologia Celular e do Desenvolvimento — Poés-
Graduacdo em Biologia Celular e do Desenvolvimento, Universidade
Federal de Santa Catarina, Santa Catarina, 2013.

Os cultivos de camardo, tanto nas fazendas quanto nas larviculturas, séo
susceptiveis a ocorréncia de mortalidades causadas por micro-
organismos patogénicos, tais como virus, bactérias e fungos. A grande
maioria dos estudos sobre os mecanismos de defesa dos camardes
enfocam principalmente a problemética ocorrida nos viveiros de cultivo
com animais juvenis e adultos. Por outro lado, tais estudos séo ainda
escassos nas fases larvais e pos-larvais, mas sdo igualmente importantes,
uma vez que enfermidades nesses estagios podem gerar perdas
econdmicas considerdveis para as larviculturas. Assim, o presente
estudo teve como objetivo ampliar o conhecimento sobre a ontogenia do
sistema imune durante o desenvolvimento de Litopenaeus vannamei, a
espécie de camardo mais cultivada no mundo, através da avaliacdo da
expressdo de genes associados ao seu sistema imune utilizando RT-
gPCR. Foram analisados 17 genes, de diferentes categorias funcionais,
em subestigios de desenvolvimento: ovos fertilizados (0-4h e 7-11h
pos-desova), Nauplios (I e V), Protozoeas (I e 111), Misis (I e I11) e P6s-
larvas (2, 9 e 17). Todos 0s genes avaliados mostraram-se expressos no
estagio de Pdés-larva, o qual € o mais proximo de camardes juvenis. Os
genes associados & defesa antiviral (Lv-Sid 1, LvDcr2 e Lv-Ago 2,
LvDcrl, LvSVC1 e Lv-Ago 1), reconhecimento de micro-organismos
(LvDscam), antioxidante (Lv-PRX), sinalizacdo intracelular (fatores de
transcricdo LvDorsal e LvRelish) e apoptose (LvIAP) foram
ubiguamente expressos de ovo a pos-larvas. Enquanto a expressdo de
genes envolvidos no sistema pro-fenoloxidase (LvproPO-1), a
homeostasia  (LvHHAP), coagulagdo  (LvClot) e  peptideos
antimicrobianos (Litvan PEN2, Litvan PEN3 e LvSty-1l) ndo foi
detectada em todos 0s subestagios. De maneira interessante, a expressao
de genes de uma mesma familia génica (Litvan PEN2 e Litvan PEN3)
ndo ocorreu simultaneamente em um mesmo subestdgio de
desenvolvimento. Por outro lado, os genes associados a defesa antiviral
(LvDcrl/2, Lv-Ago 1/2 and Lv-Sid-1), fatores de transcrigcdo (LvDorsal e
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LvRelish), defesa antioxidante (Lv-PRX) e apoptose (LvIAP) foram mais
expressos no Ovo 0-4h em comparacdo ao Ovo 7-11h, sugerindo uma
contribuicdo materna. A expressdo de genes associados ao sistema
imune nas fases larvais e pos-larvais de L. vannamei ressalta a
importdncia de se conhecer o estabelecimento dos diferentes
mecanismos de defesa ao longo do seu desenvolvimento. Assim, o
presente estudo vem contribuir, de maneira original e pioneira, com
informacOes a respeito da ontogenia de moléculas do sistema imune,
especialmente aquelas associadas a defesa antiviral. Conhecimentos
desta natureza poderdo contribuir, em um futuro préximo, para o
desenvolvimento de ferramentas biotecnol6gicas que servirdo para
avaliar as condicOes de saude de animais nos cultivos (larviculturas e
fazendas), bem como para orientar a selecdo genética de camardes mais
resistentes a infec¢fes microbianas e virais.

Palavras-chave: Litopenaeus vannamei, desenvolvimento embrionario
de peneideos, genes associados ao sistema imune, expressdo génica, RT-
gPCR, ontogenia do sistema imune de peneideos.
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ABSTRACT

QUISPE GASPAR, Ruth Liliam. “Evaluation of the expression of
genes associated with the immune system during the development
stages of the shrimp Litopenaeus vannamei”. Floriandpolis, 2013.
Dissertacdo de Mestrado em Biologia Celular e do Desenvolvimento —
Pds-Graduagdo em Biologia Celular e do Desenvolvimento,
Universidade Federal de Santa Catarina, Santa Catarina, 2013.

Shrimp farms and hatcheries are susceptible to mortalities events caused
by pathogenic microorganisms, such as virus, bacteria and fungi. The
great majority of studies related to the defense mechanisms of shrimp
are focused in problems that occur mainly in juvenile and adult shrimp
farming. Moreover, studies in the shrimp larval and post-larval stages
are very limited but are equally important, since diseases can generate
considerable economic losses in those stages. Thus, the present study
was aimed to expand the knowledge on the ontogeny of the immune
system during the development of Litopenaeus vannamei, the most
cultivated shrimp species in the world, through the evaluation of gene
expression associated with the immune system using RT-gPCR. The
stages examined in this work included the fertilized egg (Oh and 7h post
spawns), nauplius (I and V), protozoea (I and I11), Mysis (I and I11) and
postlarval (PL2, PL9 and PL17). As result, it was observed that all
analyzed genes were expressed in the post-larval stage, which is the
previous stage to juvenile shrimp. While genes associated to antiviral
defense (LvDcrl, LvDcr2, Lv-Ago 1, Lv-Ago 2, Lv-Sid-1 and LvSVC-1),
microorganisms recognition(LvDscam), antioxidant defense (Lv-PRX),
intracellular signaling (transcription factors LvDorsal and LvRelish) and
apoptosis (LvIAP) were constitutively expressed from egg to postlarvae;
genes involved in the prophenoloxidase system (LvproPO-1),
homeostasis (LvHHAP), coagulation (LvClot) and antimicrobial
peptides (Litvan PEN2, Litvan PEN3 and LvSty-11) were not detected in
all stages. Interestingly, the expression of the same gene family (Litvan
PEN2 and Litvan PEN3) did not occur simultaneously during the
development. In addition, genes associated with antiviral defense
(LvDcrl, LvDcr2, Lv-Ago 1, Lv-Ago 2 and Lv-Sid 1), transcription
factors (LvDorsal and LvRelish), antioxidant defense (Lv-PRX) and
apoptosis (LVIAP) were more expressed in egg Oh compared to egg 7h,
which suggests a maternal contribution. The expression of genes
associated with the immune system in larval and postlarval stages of L.
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vannamei highlights the importance of understanding the establishment
of different defense mechanisms throughout the organism development.
Thus, the present study aims to contribute in an original and pioneering
way, with information about the ontogeny of molecules of the immune
system, with especial attention given to molecules associated with
antiviral defense. Such knowledge can contribute in the near future for
the development of biotechnological tools to evaluate the health of
animals in culture (hatchery and farm), as well as the genetic selection
of shrimps more resistant to microbial and viral infections.

Key words: Litopenaeus vannamei, embryonic development of
penaeids, genes associated with the immune system, gene expression,
RT-gPCR, ontogeny of the immune system of penaeids.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AHPNS - Acute Hepatopancreatic Necrosis Syndrome (Sindrome da
necrose aguda do hepatopancreas)

ALF - Anti-lipopolysaccharide factor (Fator anti-lipopolissacarideo)
BGBP — $-1,3-Glucan binding protein (Proteinas que se ligam aos [3-
1,3-glucanos)

BMN - Baculoviral Midgut gland Necrosis (Virus da necrose da
glandula intestinal do tipo Baculovirus)

BP — Baculovirus penaei (baculovirus penaei)

CAT- Catalase

cDNA — Complementary DNA

CIDASC - Companhia Integrada de Desenvolvimento Agricola de
Santa Catarina

Clot - Proteina de coagulagdo

Cq —Cycle quantification

DNA — Deoxyribonucleic acid (Acido desoxirribonucleico)

DNase — Deoxyribonuclease

Dscam — Down syndrome cell adhesion molecule (Molécula de adesao
celular da sindrome de Down)

dsRNA — Double-stranded RNA (RNA de dupla fita)

DXV - Drosophila X virus (Virus X de Drosophila)

E — Eficiéncia

EMS — Early Mortality Syndrome (Sindrome da mortalidade precoce).
GBP - Glucan binding protein (Proteina que se liga a glicanas)

GC - Grupos de Condicdo

GE — Grupos de Expressao

GPX — Glutationa peroxidase

H,O, — Perdxido de hidrogénio

HCL - Hierarchical Clustering (Agrupamento hierarquico)

HPV — Hepatopancreatic parvovirus (Parvovirus hepatopancreatico)
IAP — Inhibitor of Apoptosis Protein (Proteina inibidora de apoptose)
IFN — Interferon

IHHNV - Infectious Hypodermal and Hematopoietic Necrosis Virus
(Virus da necrose hipodérmica e hematopoiética)

IMD - Immune Deficiency

IMNV - Infectious Mionecrosis Virus (Virus da mionecrose infecciosa)
LBP — LPS-binding protein (proteina que se liga ao LPS)

LCM - Laboratorio de Camardes Marinhos
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LGBP - Lipopolysaccharide and beta-1,3-glucan binding protein
(proteina que se liga a ambos os LPS e -1,3-glucanas)

LIAA — Laboratério de Imunologia Aplicada a Aquicultura

LPS — Lipopolissacarideos

M — Misis

MAS — Solucéo de Alsever Modificada

mas-like — Masquerade-like protein

MBYV - Monodon-type baculovirus (Baculovirus de P. monodon)
MIQE — Minimum Information for Publication of Quantitative Real-
Time PCR Experiments

M/PAMPs — Microbe/Pathogen-Associated Molecular Patterns
(Padrdes moleculares associados a micro-organismos/patdgenos)
N — Nauplio

N-E — Nauplio embrionario

PAMs — Peptideos antimicrobianos

pb — Pares de bases

PBS — Phosphate buffered saline

PCR - Polymerase Chain Reaction (Reacdo em cadeia da Polimerase)
PEN — Peneidina

PGN — peptidoglicanas

PL — Pds-larva

proPO — Prophenoloxidase (prd-fenoloxidase).

PRPs/PRRs — Pattern Recognition Proteins or Receptors
(Proteinas/receptores de reconhecimento de padrGes moleculares)
RISC — RNA-induced silencing complex (Complexo multiproteico de
silenciamento induzido por RNA)

RNA — Ribonucleic acid (Acido ribonucleico)

RNAI — RNA interferéncia

RNase — Ribonuclease

ROIs — Reactive Oxygen Intermediates

RT-PCR — Reverse transcriptase-Polymerase Chain Reaction
RT-gPCR - Reverse transcriptase-Quantitative Real Time Polymerase
Chain Reaction

Sid-1 — Systemic interference defective

siRNAs — Small Interference RNAs (Pequeno RNA interferente)

SOD - Superéxido dismutase

sSRNA — Single-strand RNA (RNA de fita simples)

SVC - Single von Willebrand factor type C domain protein 1

TGase —Transglutaminase

THP — Tecido Hematopoiético

Tm — Melting temperature (Temperatura de dissociagéo)
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TSV — Taura syndrome virus (Virus da sindrome de Taura)

VWC - von Willebrand Factor type C

WSSV — White Spot Syndrome Virus (Virus da sindrome da mancha
branca)

YHV - Yellow Head Virus (Virus da cabeca amarela)

Z — Protozoea

Obs: As siglas dos genes utilizados nesse estudo ndo estdo aqui
indicadas, uma vez que sao apresentadas na Tabela 2.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, o cultivo de camardes, conhecido como
carcinicultura, vem contribuindo para a alimentagdo humana e para a
conservagdo dos estoques naturais amagados pela pesca indiscriminada e
destruicdo dos seus ecossistemas aquaticos. Entre os camardes marinhos
cultivados, destacam-se 0s peneideos das espécies Litopenaeus
vannamei, Penaeus monodon e Marsupenaeus japonicus, que Sdo
mundialmente apreciadas e seu cultivo reveste-se de grande importancia
socio-econbmica, uma vez que traz muitas divisas aos paises produtores,
gerando ainda inlmeros empregos.

Dentre os peneideos, 0 camardo branco Litopenaeus vannamei
(BOONE, 1931) (Fig. 1) se tornou a espécie mais cultivada ho mundo
devido as suas excelentes caracteristicas zootécnicas e rusticidade no
manejo, representando 71,8% da producdo mundial de peneideos no
2010 (FAO, 2012). Esta espécie se encontra naturalmente distribuida ao
largo da costa do Pacifico desde o Golfo da Califérnia-México até o
extremo norte do Peru, sendo os principais produtores mundiais a China,
a Tailandia, a Indonésia e o Vietnd na Asia, e o Equador, 0 México,
Honduras e o Brasil nas Américas (FAO, 2012).

No Brasil, essa espécie foi introduzida na regido Norte na
década de 80 e posteriormente trazida para a regido Sul, Santa Catarina
(SC), em 1998 com o prop6sito de viabilizar a atividade no Estado
(COSTA et al., 2000), adaptando-se bem aos cultivos e contribuindo
com o crescimento da carcinicultura regional (BUGLIONE, 2009).

O cultivo de camardes marinhos é uma atividade econdmica
gue vem crescendo significativamente nas Ultimas décadas. Nesse
sentido, o sucesso da producdo depende essencialmente de um manejo
adequado tanto nas fazendas quanto em laboratorio, onde reprodutores e
larvas sdo mantidos e cultivados. E conhecido que a maturagdo dos
reprodutores depende de uma série de fatores fisico-quimicos
adequados, tais como salinidade, temperatura e oxigénio dissolvido na
agua. Além disso, sabe-se que nas fémeas a maturacdo da gbonada é
reprimida pelo hormdnio repressor da maturacdo, produzido pelo
conjunto de células neurosecretoras (6rgdo X) na base do pedinculo
ocular (Figura 1), o qual é inativado naturalmente em grandes
profundidades (20 a 160 metros) em mar aberto (PRIMAVERA, 1984).
Atualmente, esse conhecimento é aproveitado para a maturacdo e
reproducdo desses peneideos em condi¢cBes de laboratério, com a



ablacdo unilateral do pedinculo ocular nas fémeas, promovendo a
maturacdo das gbnadas e sucessivas desovas.
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Figura 1. Litopenaeus vannamei. A) Anatomia externa, B) Anatomia interna de
camarfes peneideos e C) Orgdo x na base do pedunculo ocular (adaptado de
Bondad-Reantaso et al., 2001).

1.1. Consideraces sobre os estagios de desenvolvimento dos
peneideos

Os camarfes peneideos possuem estagios de desenvolvimento
que se caracterizam por ciclos migratérios, sendo que a maioria das
espécies possuem uma fase marinha e outra estuarina (Fig. 2). Os
peneideos possuem, em seu ciclo de vida, um periodo plancténico-
peldgico com trés fases larvais: Nauplios, Protozoea e Misis, seguido
por um periodo de transicdo, denominada Poés-larva (Megalopa),



também planctdnico-pelagico e ja com aparéncia geral do adulto, e
finalmente, um periodo benténico-demersal em duas fases: juvenil e
adulta (CALAZANS, 1993).

Os estagios larvais dos peneideos apresentam duracdo média de
duas a trés semanas e, a partir do estagio Misis, os camardes estdo aptos
a alcancarem o ambiente estuarino, onde vivem as Pos-larvas e parte do
estagio juvenil. Entdo, retornam ao ambiente marinho onde ocorre sua
reproducdo. A duracdo do estagio juvenil é de dois a trés meses e do
adulto de 8 a 20 meses (DALL et al., 1990).

Por ocasido do acasalamento, o macho deposita o par de
espermatdforos no télico da fémea que libera os ovos a medida que sao
fertilizados no ambiente. Durante essa fase, as fémeas desovam
sucessivamente, produzindo um namero consideravel de ovos, variando
de 100.000 a 500.000 por desova, dependendo da espécie e do tamanho
da fémea (PRIMAVERA, 1984). Aproximadamente 12 horas ap6s a
desova, os ovos eclodem em larvas Nauplio, as quais podem se
desenvolver em 4, 5 ou 6 subestagios (NI, NII, NIII, NIV, NV e NVI),
dependendo da espécie.

Em L. vannamei, sdo identificados cinco subestagios de
Nauplios (FENUCCI et al., 1984). Esses se alimentam das reservas
vitelinicas (alimentagdo enddgena), j& que apresentam um intestino
anterior indiferenciado (MUHAMMAD et al., 2012). Estas larvas
apresentam um fototaxismo positivo muito importante, que pode estar
relacionado as camadas superficiais do mar, onde ha uma maior
abundancia de fitoplancton, o qual constitui o alimento fundamental
para 0 estagio larvario seguinte Protozoea (ALFONSO; COELHO,
1997). As Protozoeas desenvolvem-se em trés subestagios (ZI, ZIl e
ZI11) com duragdo média de cinco dias, alimentando-se principalmente
de fitoplancton (alimentacdo exdgena). Ja, no Ultimo estagio larval,
denominado Misis, ocorrem também trés subestagios (Ml, MIl e MIII),
em trés dias e alimentando-se principalmente de zooplancton
(FENUCCI et al., 1984).

Quatro semanas ap6s a desova, as Pés-larvas (PL), que se
desenvolvem a partir das Misis, estdo aptas a penetrar nos ambientes
estuarinos, onde encontram protecdo contra predadores e alimentacéo
abundante para o seu crescimento. As PL sdo morfologicamente iguais
aos adultos, exceto por pequenas diferencas no rostro, apresentando
habito bentbnico e comportamento alimentar omnivoro (TREECE;
FOX, 1993). Normalmente, se atribui 24 horas para cada estagio pos-
larval (PL1 a PL30), considerando desde a metamorfose até o 30° dia, a



partir de entdo os individuos sdo considerados juvenis. Quando os
animais atingem 17-21 gramas sdo considerados sub-adultos, sendo
entdo capazes de se reproduzir. Em torno de 12 meses, atingem 35-40
gramas e sdo entdo considerados individuos adultos (ARCOS et al.,
2005).

ﬁﬂl{{ Estuarios Profundezas ocednicas
"
e

Pos-larvas

Misis Protozoeas Nauplios

Adultos

Ciclo de vida dos -
)

Camaroes Peneideos

Figura 2. Ciclo de vida dos camarfes peneideos. Os adultos desovam em &guas
mais profundas e de maior salinidade; onde ocorre o desenvolvimento dos estagios
larvais de Nauplio, Protozoea e Misis, que progressivamente vdo emergindo em
direcdo as aguas costeiras. As pos-larvas se dirigem para ambientes estuarinos onde
vivem até se tornarem juvenis. Posteriormente, esses juvenis migram para 0 mar
tornando-se sub-adultos que migram para as profundezas oceénicas para se
reproduzirem, reiniciando assim o ciclo (adaptado de Boschi, 1977).

Embora os estudos envolvendo a reproducao dos peneideos em
cativeiro tenha permitido descrever com profundidade as caracteristicas
morfol6gicas de cada estdgio, bem como estabelecer as condicOes
laboratoriais para se atingir altas taxas de sobrevivéncia e os fatores
ambientais que afetam o seu desenvolvimento larval (SASTRY, 1983),
muito pouco se conhece sobre a ontogenia do seu sistema imune. Até o
presente momento, a ontogenia de alguns Orgdos, tecidos e células



associadas ao sistema imune foram descritos em algumas espécies de
camardes como mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Estagios de desenvolvimento de camardes e a ontogenia de 6rgaos, tecidos e células associados ao sistema imune

Orgéos, tecidos e células associados ao Estagio

. X " Espécie Referéncia
sistema imune (surgimento)
Coracéo (batimentos irregulares) NVI Metapenaeus ensis (McMahon et al., 2002)
N . Al Penaeus japonicus (Bouaricha et al., 1994)
Branquias rudimentares .
M Penaeus monodon (Silas et al., 1978)
Orgo linfoide Mt P. japonicus (Nakamura, 1987)
Tecido hematopoiético PL3 L. vannamei (Muhammad et al., 2013)
N-E Fenneropenaeus chinensis  (Lin et al., 2007)
Hemdcitos NII P. monodon (Jiravanichpaisal et al., 2007)
NV L. vannamei (Mufioz et al., 2003)

N: Nauplio; Z: Protozoea; M: Misis; PL: Pés-larva; N-E: Nauplio embrionério, indicando o Nauplio que ainda ndo eclodiu do
ovo.

1.2. Enfermidades em camardes peneideos

A producdo de peneideos em escala comercial requer a
intensificacdo dos sistemas de cultivo e de técnicas de producéo,
necessitando maiores investimentos e cuidados no manejo. Nesse
sentido, as restricGes mais frequentemente observadas em relagéo a essa
pratica sdo de ordem ambiental (degradacdo do ambiente e &gua
impropria), nutricional e sanitaria (KAUTSKY et al., 2000). Cabe,
contudo salientar que, as praticas usuais de manejo, baseadas na
utilizacdo de altas densidades populacionais, constituem um importante
fator de estresse para 0s animais. Portanto, cultivos intensivos classicos
propiciam o aparecimento e a rapida disseminagdo de agentes
infecciosos resultando, geralmente, em mortalidades massivas e
levando, por consequéncia, a prejuizos econémicos incalculaveis
(PERAZZOLO; ROSA; BARRACCO, 2012).

No momento, a profilaxia e o controle de doencas nos cultivos
restringem-se, basicamente, a praticas adequadas de manejo e a reducéo
das condicfes de estresse, uma vez que os fatores que controlam o
estado de salde dos camardes sdo ainda pouco conhecidos. Nesse
contexto, 0 estudo do sistema imune dos crustaceos representa uma
estratégia promissora, Vvisto que permite conhecer as bases da
susceptibilidade e da resisténcia desses animais aos diferentes micro-
organismos patogénicos e oportunistas.

Entre as doencas infecciosas endémicas ou pandémicas que
causam sérias perdas econbmicas pela diminuicdo na producdo



destacam-se aquelas causadas por virus que sdo, indiscutivelmente, as
mais dificeis de serem evitadas e tratadas (LIGHTNER et al., 2012). Na
histéria da carcinicultura mundial, as viroses representam
aproximadamente 60% das perdas advindas das doencas infecciosas em
contrapartida aos 20% atribuidos as perdas causadas pelas infeccdes
bacterianas (FLEGEL, 2012).

Entre as doengas virais que mais afetaram a carcinicultura
mundial, especialmente as fazendas de producdo de L. vannamei,
destacam-se o virus da sindrome da mancha branca (WSSV, do inglés
White Spot Syndrome Virus), o virus da sindrome de Taura (TSV, do
inglés Taura Syndrome Virus), o virus da necrose hipodérmica e
hematopoiética (IHHNV, do inglés Infectious Hypodermal and
Hematopoietic Necrosis Virus), o virus da cabeca amarela (YHV, do
inglés Yellow Head Virus) e o virus da mionecrose infecciosa (IMNV,
do inglés Infectious Mionecrosis Virus) e (LIGHTNER et al., 2012).

O WSSV é considerado o virus mais devastador para a
carcinicultura, responsavel por dizimar populagdes inteiras de cultivos
em todo o mundo (FLEGEL, 2012; LIGHTNER et al., 2012).
Mortalidades massivas podem ocorrer em um periodo muito curto,
sendo que em casos mais severos podem chegar a 100% entre 2 a 7 dias
apo6s a detec¢do dos primeiros sinais clinicos (CHOU et al., 1995;
CHANG et al., 1999). Como exemplo, podemos citar o0 episddio
ocorrido no estado de Santa Catarina, entre novembro de 2004 e abril de
2009, quando ocorreram mortalidades pelo WSSV em 94 das 107
fazendas operantes, no qual foram relatados 216 surtos pela entidade
sanitaria do Estado, CIDASC (COSTA, 2010). Recentemente, também
foi detectada a presenca do WSSV em cultivos no Nordeste do Brasil,
onde se concentra 95% da producdo nacional de camardes, com
registros em Canguaretama, no litoral sul do Rio Grande do Norte
(BARROS; TEIXERIA, 2012). Ainda no Nordeste, o IMNV foi
responsavel por sérios prejuizos ao setor desde a sua detecgdo, em 2002
(NUNES; MARTINS; GESTEIRA, 2004).

As doencas que afetam os camarfes ndo somente ocorrem nas
fazendas, mas também podem acometer nas fases larvais, em
laboratérios de larvicultura. No caso dos estagios larvais e pos-larvais,
as doencas causadas por virus podem ser advindas de infecces por
baculovirus da necrose glandular do intestino médio (BMN, do inglés
Baculoviral Midgut gland Necrosis), baculovirus de P. monodon (MBV,
do inglés Monodon-type Baculovirus), o baculovirus penaei (BP), o
WSSV e 0 TSV (MANIVANNAN et al., 2002). Por outro lado, também
infeccbes virais mdltiplas podem ser eventualmente encontradas nas



larviculturas, em especial de P. monodon, onde ja houveram registros de
infeccbes por dois (WSSV/MBV, WSSV/HPV) ou trés virus
simultaneos (WSSV/MBV/HPV) nos animais (UMESHA et al., 2008).

InfeccBes por patdgenos oportunistas como bactérias e fungos
também podem causar mortalidades significativas nos estagios larvais e
pos-larvais (LIGHTNER, 1996). Entre essas destacam-se as vibrioses
causadas por bactérias do género Vibrio, responsaveis por mortalidades
de até 80% na larvicultura em poucos dias (VANDENBERGHE et al.,
1999). Entre as espécies mais patogénicas aos peneideos destacam-se
Vibrio harveyi, V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V. alginolyticus, V.
splendidus e V. peneicida (LIGHTNER, 1996; GOARANT et al., 2006).

Muito recentemente, tem sido detectada nos cultivos de L.
vannamei e P. monodon no sul da Asia, uma doenca denominada
sindrome da necrose aguda do hepatopancreas ou AHPNS (do inglés,
Acute Hepatopancreatic Necrosis Syndrome), inicialmente conhecida
por EMS (do inglés, Early Mortality Syndrome). Analises
histopatoldgicas e microbiolégicas indicam que o agente etioldgico é a
bactéria V. parahaemolyticus, necessitando, contudo de maiores estudos
moleculares e bioquimicos para a sua confirmacdo e caracterizacdo
definitiva (TRAN et al., 2013). Esta bactéria é transmitida por via oral,
onde no trato gastrointestinal do camardo produz uma toxina a qual
provoca a destruigdo com disfungdo dos tecidos do 6rgdo digestorio.

Por outro lado, doencas causadas por bactérias filamentosas
também séo ocasionalmente observadas em bercarios de larviculturas,
podendo estar associadas a infeccdo por bactérias do género Leucothrix,
Thiotrix, Flexibacter, Cythopaga ou Flavobacterium (AGUIRRE-
GUZMAN; ASCENCIO-VALLE, 2000). Um exemplo foi descrito em
cultivos de PLs de L. vannamei no Laboratério de Camardes Marinhos
(LCM, UFSC), cujo agente etioldgico foi identificado como sendo a
bactéria filamentosa Flexibacter maritimus (MOURINO et al., 2008).

As doencas causadas por fungos filamentosos podem também
representar um problema para os estagios larvais, onde registros foram
feitos em cultivos na india com mortalidades causadas por Lagenidium
callinectes e Serolpidium spp. (RAMAIAH, 2006). Normalmente, os
esporos fangicos e micélios podem ser observados nas quelas e nos
apéndices de Protozoeas e Misis, mostrando sinais clinicos tais como
letargia e levando a altas mortalidades. RAMASAMY et al., (1996)
relataram mortalidade em estagios de Nauplio, Zoea e Misis de P.
monodon ocasionadas por L. callinectes. Por outro lado, mortalidades
causadas por outro fungo filamentoso, Fusarium spp., podem afetar



todos os estagios de desenvolvimento dos peneideos (GABRIEL;
FELIPE, 2000). Em vista dos relatos acima, fica evidente a necessidade
de compreender como estes animais podem-se defender ou conviver
COm esses Micro-organismos.

1.3. Consideracdes sobre o sistema imune dos crustaceos

Os crustaceos, assim como os demais invertebrados, apresentam
apenas um sistema imune do tipo inato, ndo possuindo o arsenal
imunoldgico adaptativo presente nos vertebrados, como os receptores e
os anticorpos especificos e linhagens de células de memdria que Ihes
confira uma protecdo a longo prazo.

A falta de um sistema imune adaptativo resulta na
impossibilidade de se desenvolver “vacinas” cldssicas, baseadas no
reconhecimento especifico de um antigeno, diminuindo assim os meios
de prevencdo e controle de doengas nesses animais. Essa limitacdo
crucial faz com que as infecgdes por micro-organismos patogénicos
sejam particularmente ameagadoras para esses animais (BARRACCO;
PERAZZOLO; ROSA, 2008). Apesar de contarem apenas com o0
sistema imune do tipo inato, 0s mecanismos imunoldgicos
desencadeados pelos crustaceos sdo extremamente rapidos e eficientes,
0 que lhes permite resistir e eliminar, na maioria dos casos, a uma
grande variedade de micro-organismos e parasitas de seu organismo.

A primeira linha de defesa desses animais é proporcionada pela
presenga de uma carapaca exterior rigida ou exoesqueleto, o qual
funciona como uma barreira fisico-quimica de protecdo. Além disso,
grande parte do tubo digestdrio desses animais, que € a principal via de
entrada de micro-organismos, também é coberto por uma camada
quitinosa e continua, fornecendo um meio &cido e preenchido com
enzimas capazes de digerir e inativar micro-organismos que nao sao
parte de sua microbiota natural (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA,
2008).

Além disso, cabe ressaltar que, da metamorfose de Nauplio V a
Protozoea |, o camardo ja deve ter desenvolvido parte do tubo
digestorio, quando comeca sua alimentagdo exdgena e em consequéncia
a colonizacdo por uma especifica microbiota. Por outro lado, quando
essas barreiras sdo ultrapassadas, ndo sendo suficientes para impedir a
invasdo de agentes patogénicos, desencadeia-se no hospedeiro uma
variedade de respostas imunitarias internas/sistémicas complexas, a fim
de neutralizar e remover o0s agentes invasores (BARRACCO;
PERAZZOLO; ROSA, 2008).



O sistema imune dos crustaceos esta especialmente ligado ao
seu sangue ou hemolinfa, que consiste de uma fracdo celular
(hemdcitos) e de uma fragdo liquida (plasma), onde estdo dissolvidos os
fatores humorais. As respostas imunes celulares e humorais atuam em
sinergismo, protegendo esses animais, na maioria das vezes, de invasoes
e infeccdes causadas por patégenos e mantendo, assim, sua integridade e
homeostasia. A ativacdo dos hemdcitos dos crustaceos, pelo contato
com 0s micro-organismos ou suas moléculas associadas, resulta na sua
lise efou degranulacdo, liberando assim uma variedade de efetores
imunol6gicos para o plasma iniciando a ativacdo de diferentes
mecanismos de defesa (Fig. 3).
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Figura 3. Liberacdo de diferentes efetores imunolégicos e moléculas
imunoreguladoras, apds ativagdo dos hemocitos por agentes patogénicos
(BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2008).

Entre 0s mecanismos envolvidos no reconhecimento e
destruicdo de patdgenos nos crustaceos, destacam-se: (i) o sistema
fagocitico e de encapsulamento; (ii) a producdo de moléculas liticas e
microbicidas, como as espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio; (iii)
a producdo de proteinas e/ou peptideos antimicrobianos (PAMSs) que
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apresentam geralmente uma atividade microbicida rapida e potente
contra um amplo espectro de micro-organismos; (iv) a melanizacdo
mediada pelo sistema de ativacdo da pré-fenoloxidase (proPO) gerando
moléculas altamente citotdxicas; (v) o sistema de coagulacdo da
hemolinfa; (vi) o sistema de reconhecimento mediado por proteinas de
reconhecimento de padrdes moleculares e aglutinacdo celular mediada
por lectinas; e (vii) os sistemas antivirais mediados pela interferéncia por
RNA (RNAI), citocinas andlogas a interferons, apoptose e autofagia
(LIU; SODERHALL; JIRAVANICHPAISAL, 2009; BARRACCO;
PERAZZOLO; ROSA, 2008).

1.3.1. Proteinas/Receptores de Reconhecimento Padrao
(PRPs/PRRs)

As respostas de defesa sdo desencadeadas a partir do contato e
reconhecimento do agente invasor ou dos seus componentes por
proteinas/receptores de reconhecimento de padrfes moleculares
(PRPs/PRRs; do inglés, Pattern Recognition Proteins or Receptors). As
PRPs/PRRs sdao moléculas produzidas pelo hospedeiro, que reconhecem
e interagem com padrGes moleculares exclusivamente expressos na
superficie dos micro-organismos e que estdo ausentes no hospedeiro
(M/PAMPs, do inglés Microbe/Pathogen-Associated Molecular
Patterns) (MEDZHITOV; JANEWAY, 1997; KOROPATNICK et al.,
2004; NYHOLM; GRAF, 2012). Os principais M/PAMPs reconhecidos
pelas PRPs dos invertebrados sdo: lipopolissacarideos (LPS) presentes
na parede celular de bactérias Gram-negativas, peptidoglicanas (PGN) e
acido lipoteicoico de bactérias Gram-positivas, p-1,3-glicanas de fungos,
RNA de dupla fita (dsRNA; do inglés, double-stranded RNA) produzido
durante a replicacéo de varios virus, RNA de fita simples (SSRNA; do
inglés, single-strand RNA) e motivos CpG (DNA ndo-metilado) de
micro-organismos (LOKER et al., 2004).

Vérias PRPs foram identificadas e caracterizadas na hemolinfa de
crustaceos, tais como a proteina que se liga ao LPS ou LBP (do inglés,
LPS-binding protein), as proteinas que se ligam aos f-1,3-glucanos ou
BGBP e GBP (do inglés, $-1,3-Glucan binding protein), a proteina que
se liga a ambos os LPS e B-1,3-glucanas ou LGBP, a proteina "mas-like"
(do inglés, Masquerade-like protein) que reconhece varios micro-
organismos e varios tipos de lectinas (JIRAVANICHPAISAL et al.,
2006).

Mais recentemente, uma proteina transmembrana da superfamilia
das imunoglobulinas denominada dscam (do inglés, Down syndrome
cell adhesion molecule) foi encontrada relacionada ao sistema imune de
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invertebrados. Inicialmente, ela foi caracterizada em pacientes com
Sindrome de Down, onde a alta expressao do gene no embrido afetava o
desenvolvimento neural (YAMAKAWA et al, 1998). Nos
invertebrados, homologos da dscam foram primeiramente encontrados
em Drosophila melanogaster (SCHMUCKER et al.,, 2000) como
proteinas transmembranas ou sollveis no plasma e estando ligadas ao
desenvolvimento do eixo neural desses insetos. Nos crusticeos,
diferentes isoformas de dscam ja foram caracterizadas em Daphnia spp.
(proteina transmembrana) (BRITES et al., 2008), L. vannamei (proteina
soltvel) (CHOU et al., 2009), P. monodon (proteina transmembrana e
soluvel) (CHOU et al., 2011) e P. leniusculus (proteina transmembrana)
(WATTHANASUROROT et al., 2011).

O papel imunoldgico das dscam nos invertebrados, ja bem
conhecido em insetos, esta associado ao reconhecimento e aumento da
taxa de fagocitose/endocitose de micro-organismos (bactérias e virus)
pelas células do hospedeiro, atuando assim como PRPs e opsoninas
(WATSON et al., 2005). De maneira interessante, isoformas especificas
de dscam sdo produzidas por insetos (mosquitos) apds o contato com
diferentes agentes patogénicos. Essas isoformas sdo produzidas através
de modificacBes pds-transcricionais por splicing alternativo, as quais sao
induzidas por patogenos especificos (DONG; TAYLOR;
DIMOPOULOS, 2006). A producdo de isoformas especificas de dscam
aumenta a probabilidade de reconhecimento e fagocitose dos micro-
organismos invasores.

O reconhecimento do agente invasor desencadeia diversas
atividades celulares e humorais através de diferentes vias de transducéao
de sinais (LI; XIANG, 2013). Em D. melanogaster foram descritas duas
principais vias de transdugéo de sinal, a via Toll e a via IMD, as quais
participam do controle da expressdo de PAMs (KHUSH; LEULIER;
LEMAITRE, 2001; DE GREGORIO et al., 2002). A existéncia dessas
vias em camarfes tem sido recentemente documentada (LI; XIANG,
2013).

1.3.2. Vias de Sinalizacéo intracelular: Toll e IMD

Em insetos, a via Toll tem um papel chave na resposta frente as
bactérias Gram-positivas e fungos, através da regulacdo de um grande
conjunto de genes (peptideos antimicrobianos, peptideos pequenos com
funcdo desconhecida, bem como componentes da melanizagdo e cascata
de coagulacdo). Além disso, algumas evidéncias mostram que a via Toll
esta envolvida na resposta imune frente aos virus (DXV, do inglés
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Drosophila X Virus) em Drosophila e Aedes aegypti. Na via Toll de
Drosophila, sdo ativados os fatores de transcri¢cdo do tipo NF-xB dorsal
e Dif (BELVIN; ANDERSON, 1996; RUTSCHMAN et al., 2000).

Esses fatores de transcricdo encontram-se numa forma inativa no
citosol e, quando processados na sua forma ativa, sdo transloucados ao
nucleo onde regulam a expressédo dos PAMSs drosomicina, metchnikowin
e defensina (LEMAITRE; HOFFMANN, 2007). Nos camarfes, L.
vannamei e Fenneropenaeus chinensis, foi encontrado um factor
homdlogo a proteina dorsal (LvDorsal e FcDorsal, respectivamente) (LI
et al., 2010; HUANG et al., 2010). A via IMD, por outro lado, é ativada
através do reconhecimento de bactérias Gram-negativas, a qual culmina
no processamento do fator de transcrigéo do tipo NF-«xB relish. Uma vez
ativado, relish é responsavel pela indugcdo da expressdo dos PAMSs
diptericina e atacina (HEDENGREN et al., 1999). Atualmente, o
conhecimento sobre o papel da via IMD na resposta imune de camardes
é muito limitado, com excecdo de dois componentes identificados, IMD
e relish encontrados em L. vannamei e F. chinensis, respectivamente
(LI; XIANG, 2013).

1.3.3. Defesas Antimicrobianas: Peptideos antimibrobianos e
sistema proPO

Na interface entre respostas celulares e humorais de defesa, o0s
crustdceos contam com moléculas antimicrobianas, tais como o0s
peptideos antimicrobianos (PAMSs), que sdo sintetizados pelos
hemdcitos e armazenados em seus granulos, os quais sdo liberados a
partir do contato com os patégenos. Os PAMSs apresentam atividade
microbicida rapida e potente contra varios micro-organismos, incluindo
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos filamentosos,
leveduras e, em alguns casos, também contra protozoarios e virus
envelopados (ROSA; BARRACCO, 2010).

O mecanismo de agdo dos PAMs se manifesta geralmente sobre
as membranas dos micro-organismos, provocando sua desestabilizacéo,
seja por uma atividade detergente ou formadora de poros, culminando
na destruicdo do micro-organismo (BULET et al., 2004; BROGDEN,
2005; YOUNT et al., 2006). As principais familias de PAMs descritas
em camarfes sdo as peneidinas (DESTOUMIEUX et al., 1997),
crustinas (GROSS et al., 2001; BARTLETT et al., 2002), fatores anti-
lipopolissacéarideos (ALFs) (GROSS et al., 2001; SUPUNGUL et al.,
2002) e as stylicinas (ROLLAND et al., 2010).

As peneidinas constituem uma familia multigénica de peptideos
catidnicos (PEN2, PEN3, PEN4 e PEN5) encontrada exclusivamente em
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camardes peneideos (GUEGUEN et al., 2006; TASSANAKAJON et al.,
2010), as quais apresentam atividade contra bactérias Gram-positivas e
fungos filamentosos (DESTOUMIEUX et al., 1997; 1999). As crustinas,
por outro lado, possuem um espectro de acdo antimicrobiana restrito a
bactérias Gram-positivas enquanto que os ALFs sdo ativos contra um
grande nimero de bactérias, fungos filamentosos e leveduras (ROSA,;
BARRACCO, 2010). Finalmente, as stylicinas constituem uma nova
familia de PAMs recentemente descritas no camardo Litopenaeus
stylirostris (ROLLAND et al., 2010). Ela apresenta uma forte atividade
antiflngica contra Fusarium oxysporum, mas uma baixa atividade frente
a bactérias do género Vibrio spp.

Além dos PAMs, os patogenos podem ser neutralizados ou
destruidos pelos hemocitos através de outros  mecanismos
antimicrobianos, como aqueles do sistema de ativacdo da pro-
fenoloxidase (proPO). Este sistema, em crustaceos, ¢ ativado por LPS de
bactérias Gram-negativas ¢ B-1,3-glicanas de fungos (CERENIUS;
SODERHALL, 2004). Durante as infecgBes, estes compostos se ligam
aos receptores dos hemdcitos granulares diretamente ou através de PRPs
plasmaticas e induzem uma degranulacdo ou exocitose regulada, com
liberacdo de varias moléculas imunoefetoras, entre as quais as moléculas
do sistema proPO.

Uma vez liberadas, ocorre a ativagdo do sistema pelos proprios
componentes dos micro-organismos presentes na hemocele. O produto
final desta via € o pigmento insolivel melanina observado
frequentemente durante formacdo de nodulos e cépsulas hemociticas,
durante a cicatrizacdo de ferimentos (JIRAVANICHPAISAL; LEE;
SODERHALL, 2006). Em relacdo ao papel imunoldgico do sistema
proPO, sabe-se que esta via gera transitoriamente moléculas altamente
citotdxicas, como as quinonas, hemiquinonas e radicais livres como 0s
ROIs (do inglés, Reactive Oxygen Intermediates) que participam
ativamente da morte dos patégenos (BARRACCO; PERAZZOLO;
ROSA, 2008). Para evitar a ativacdo indesejada ou generalizada, o
hospedeiro possui inibidores de proteases no plasma e/ou nos hemécitos.
Entre eles podemos citar a pacifastina (LIANG; SOTTRUP-JENSEN;
SODERHALL, 1997), os inibidores da familia Kazal (JOHANSSON;
KEYSER; SODERHALL, 1994; JIMENEZ-VEGA; VARGAS-
ALBORES, 2005; SOMPRASONG; RIMPHANITCHAYAKIT;
TASSANAKAJON, 2006), serpina (LIANG; SODERHALL, 1995) e
a2-macroglobulina (HERGENHAHN; HALL; SODERHALL, 1988).
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1.3.4. Mecanismo antioxidante

A producdo das ROIs pode contribuir para a destruicdo dos
patégenos, mas também lesionar os tecidos do hospedeiro. Para tal, o
hospedeiro conta basicamente com enzimas antioxidantes, enzimas de
reparacdo e antioxidantes exdgenos. O mecanismo antioxidante inclui a
presenca de enzimas intracelulares, como a superéxido dismutase
(SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPX), que atuam
sinergicamente para degradar/neutralizar o excesso de ROIs produzido.
Recentemente, em crustaceos foi descrita uma nova enzima antioxidante
denominada peroxiredoxina (PRX), que ajuda a minimizar os efeitos
nocivos do estresse oxidativo, catalisando a redugdo de perdxido de
hidrogénio (H,0,) e hidroperoxidos organicos para formas menos
nocivas para o hospedeiro (VAN HORN et al., 2010).

1.3.5. Sistema de Coagulacdo e Homeostase

Pelo fato de que os crustaceos apresentam circulacdo aberta ou
semi-aberta, um mecanismo fisiologico essencial para a sobrevivéncia
destes animais no meio aquatico é a coagulacdo da hemolinfa. A
formacdo de codgulos previne a perda da hemolinfa e a entrada ou
disseminacdo de micro-organismos em sua cavidade corpérea.

Um componente chave do sistema de coagulagéo de crustaceos é
a proteina plasmatica de coagulacédo (Clot), que forma o coagulo no
local da injuria através de ligagdes covalentes entre y-glutamil-g-lisina
(LORAND; CONRAND, 1984) mediadas pela enzima dependente de
Ca®*, transglutaminase (TGase). A TGase estd usualmente
compartimentalizada nos hemécitos dos crustaceos (GREENBERG et
al., 1991). Além da sua participag¢do na coagulagdo tem sido demostrado
que o bloqueio do RNAm da TGase produz a diferenciagdo das células
do tecido hematopoiético e a migracdo dos hemacitos para a hemolinfa,
sugerindo sua funcdo na manutencdo do estado indiferenciado das
células nesse tecido (LIN; SODERHALL; SODERHAL, 2008).

Os hemacitos sdo as células imunocompetentes dos crustaceos e a
sua manutencdo na hemolinfa é essencial para a sobrevivéncia e para a
defesa desses animais frente a eventuais patdgenos. Portanto, é
necesséria uma rapida produgdo de novos hemdcitos a partir do tecido
hematopoiético, que é claramente dependente da acdo de uma proteina
potencialmente expressa nesse tecido, denominada “proteina associada a
homeostasia de hemocitos” ou HHAP (do inglés, Hemocyte
Homeostasis-Associated Protein). A HHAP foi caracterizada no
camardo P. monodon e no langostino Pacifastacus leniusculus
(PRAPAVORARAT etal., 2010).
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1.3.6. Defesas antivirais em crustaceos

Em relagdo as defesas antivirais atualmente reconhecidas nos
crustaceos, destacam-se trés principais mecanismos: a apoptose celular e
autofagia, o sistema interferon-like e o sistema de interferéncia por RNA
(RNAI) (Fig. 4) (PERAZZOLO; BARRACO; ROSA, 2012).

1) Apoptose e Autofagia

A apoptose celular é um processo fisiologico de morte celular,
geneticamente controlado e que estd envolvida na regulacdo da
homeostasia do organismo, atuando tanto no desenvolvimento de
tecidos e também nas respostas imunoldgicas contra virus
(ROULSTON; MARCELLUS; BRANTON, 1999). A indugdo de
apoptose inicia-se em resposta a uma variedade de estimulos, incluindo
infeccOes virais, e envolve vérias alteragdes morfolégicas celulares que
leva a fragmentacdo da célula em pequenas vesiculas, denominadas de
corpos apoptoticos, as quais sdo rapidamente fagocitadas pelos
macréfagos. As alteragdes bioquimicas subjacentes incluem a ativacdo
de enzimas nucleases e proteases, da familia das caspases que possuem
um papel crucial no processo apoptético, pois catalisam muitos dos
diferentes passos da morte celular (CHOWDHURY; THARAKAN;
BHAT, 2008).

O préprio hospedeiro possui reguladores intracelulares de
apoptose, destacando-se aqueles da familia de proteinas IAP (do inglés,
Inhibitor of Apoptosis Proteins). As IAPs sdo as Unicas proteinas
enddgenas conhecidas capazes de regular as caspases ativas, inibindo
assim a apoptose (HUNTER; LACASSE; KORNELUK, 2007). As
primeiras |IAPs foram originalmente descobertas como proteinas
produzidas por alguns virus de insetos, sendo hoje detectadas em
diversas espécies de invertebrados e vertebrados (LISTON; FONG;
KORNELUK, 2003). No caso dos crustaceos, recentemente no camarao
L. vannamei foram identificados trés proteinas inibitérias de apoptose,
sendo que IAP1 e IAP3 participariam na defesa frente ao WSSV,
enquanto que a IAP2 participaria na regulacdo de PAMs (peneidinas,
lisozimas, crustinas e ALF) (WANG et al., 2013).

Por outro lado, a autofagia € a principal via intracelular de
degradacdo e reciclagem de macromoléculas de vida longa e organelas
da célula, que utilizam a via de degradacdo lisossomal. A autofagia é
ativada em resposta a uma variedade de estimulos intra e extracelulares,
incluindo privacdo de nutrientes, tratamento hormonal ou terapéutico,
presenca de agregados proteicos mal dobrados, organelas inoperantes e
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infeccdo bacteriana. Recentes estudos tem demonstrado que a autofagia
em mamiferos estd intimamente implicada na remocdo de patdgenos
intracelulares, estando, portanto associada ao sistema imune.

Atualmente é reconhecido que a autofagia contribui com o
sistema imune de trés formas: a) eliminacdo direta de patdgenos
intracelulares (virus, bactérias e parasitas) a través da sua degradacdo
nos autolisossomos, b) entrega de produtos/componentes microbianos
para os receptores de reconhecimento padrdo intracelulares, processo
conhecido como “inversdo topologica”, ativando as respostas imunes
efetoras e 3) como efetor antimicrobiano dos receptores Toll-like e
outros receptores de sinalizagdo (SUMPTER Jr; LEVINE, 2010).

I1) Sistema Interferon (IFN)-like

Outro mecanismo envolvido na defesa antiviral dos crustaceos é o
sistema interferon (IFN)-like, assim denominado por ser funcionalmente
anadlogo ao sistema antiviral interferon (IFN) dos vertebrados. Os
interferons (IFNs) sdo citocinas que interferem na replicacdo viral e
induzem um estado antiviral inespecifico no hospedeiro. Entre os
PAMPs que podem ativar o interferon destacam-se os RNAs de dupla
fita virais (dsSRNA). Em mamiferos, as infecces virais induzem a
sinalizagdo intracelular que leva a producdo de IFN-a/B e & maturagéo
de células dendriticas que, por sua vez, estimulam a expressdo de uma
série de genes implicados nas respostas antivirais (DONNELLY;
KOTENKO, 2010).

Nos invertebrados, mais especificamente nos crustaceos,
nenhuma molécula com homologia aos IFNs de mamiferos foi, até o
momento, encontrada (ROSA; BARRACCO, 2008). Apesar disso,
relatos recentes indicam a presenca nos camardes de moléculas
funcionalmente analogas, que participariam da defesa antiviral
inespecifica dos crustdceos (ROBALINO et al., 2004; LABREUCHE et
al., 2009). Frente a esses resultados, torna-se razodvel supor que
citocinas analogas aos IFNs de vertebrados devam existir em camardes e
seriam as responsaveis pela producdo do estado antiviral inespecifico
observado em vérios estudos (ROBALINO et al., 2007; LABREUCHE
et al., 2009).

111) Sistema de Interferéncia por RNA (RNAI)

O padrdo molecular dsRNA viral é também capaz de desencadear
um terceiro mecanismo antiviral em crustaceos, dessa vez patdgeno-
especifico, que é baseado no silenciamento pos-transcricional de genes,
conhecido por RNAi (HANNON et al., 2002). O RNAI representa um
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mecanismo de defesa natural contra virus e transposons presente em
plantas, fungos, nematddeos, artropodes e mamiferos (HANNON et al.,
2002).

Nesse processo, 0 dSRNA desencadeia a destruicdo do RNA
mensageiro (RNAm) homologo a sua propria sequéncia. Muitos
transposons e virus produzem transitoriamente RNAs de dupla fita
(dsRNA) durante os seus ciclos de replicagdo intracelular, os quais séo
reconhecidos pelo hospedeiro desencadeando a ativacdo do RNAI. A
ativacdo deste sistema inicia-se pelo processamento de precursores
longos de dsRNA em RNAs pequenos (21-25 pb) (siRNAs do inglés,
Small Interference RNASs), pela agdo de um complexo proteico contendo
a enzima dicer, as quais sdo endoribonucleases do tipo Il que clivam
especificamente dsSRNA ou regifes de grampo de RNAs de fita simples
(ALIYARI; DING, 2009). Os SsiRNAs resultantes sdo entdo
incorporados a um complexo multiproteico de silenciamento induzido
por RNA (RISC; do inglés, RNA-induced silencing complex), que
conduz a degradacdo especifica ou a repressdo da traducdo de RNAm
com regides complementares a sequéncia do dsRNA desencadeante.

Entre as proteinas-chave do sistema do RNAI destaca-se a familia
das argonautas que sdo componentes fundamentais do RISC
(HAMMOND et al., 2001) com atividade de RNase e que a caracteriza
como uma proteina slicer do RISC (PARKER; BARFORD, 2006).
Todos os complexos RISC caracterizados até 0 momento possuem como
componente pelo menos uma proteina da familia argonauta
(HAMMOND et al, 2001; HUTVAGNER; ZAMORE, 2002;
MARTINEZ et al., 2002; MOURELATOS et al., 2002; VERDEL et al.,
2004).

Diferentemente do sistema IFN, que é induzido inespecificamente
por gualquer sequéncia de dsRNA (PAMP) gerando um estado antiviral
generalizado e inespecifico, a protecdo antiviral baseada no sistema
RNAI é sequéncia-especifica (PERAZZOLO; ROSA; BARRACCO,
2012). Em outras palavras, o contato com determinado virus induz a
destruicdo do RNAm do virus especificamente pelo RNAI, e ndo de
outro virus que venha eventualmente infectar o organismo.
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Figura 4. Esquema representativo mostrando os principais mecanismos celulares
antivirais desencadeados em crustaceos (PERAZZOLO; ROSA; BARRACCO,
2012).

A primeira demonstracdo da existéncia de defesa antiviral
especifica em crustaceos foi realizada por Robalino et al. (2005) em L.
vannamei, na qual inje¢cdes com dsRNA codificando para sequéncias de
proteinas virais (WSSV ou TSV) resultaram em uma protecdo antiviral
praticamente completa contra infeccfes por esses virus. Desde esse
primeiro estudo, varios outros se seguiram, demonstrando a atividade
antiviral especifica do RNAi contra 0 WSSV (MEJIA-RUIZ et al.,
2011; SUDHAKARAN et al., 2011) e outros virus, inclusive em estudos
do nosso laboratério (GUERTLER et al., 2013).
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Um dos questionamentos pertinentes ao RNAi é como ocorre a
incorporacdo do dsRNA pela célula (no caso de estudos in vitro, com
injecdes do constructo génico) e o fendbmeno de propagacéo sistémica do
silenciamento génico observados em Caenorhabditis elegans e D.
melanogaster. Esses fendmenos parecem estar ligados a dois
mecanismos distintos: (a) transferéncia do dsRNA ao citosol através de
um canal proteico transmembrana, denominado Sid-1 (do inglés,
Systemic interference defective); elou (b) endocitose, utilizando
receptores scavenger de reconhecimento padrdo (HUVENNE;
SMAGGHE, 2010). Em peneideos, recentemente um homoélogo da Sid-
1 foi identificado em L. vannamei participando na captacdo de dsRNA
(LABREUCHE et al., 2010).

1V) Outras moléculas associadas a defesa antiviral

Além dos mecanismos acima detalhados, os invertebrados
contam ainda com outras proteinas com aparente funcdo antiviral tais
como a proteina SVC (do inglés, Single von Willebrand factor type C
domain protein 1). Até agora, as proteinas SVC tém sido unicamente
encontradas em artropodes (D. melanogaster, Ixodes scapularis, Apis
mellifera, entre outros), sendo que elas apresentam um Gnico dominio
VWC (do inglés, von Willebrand Factor type C) (SHELDON et al.,
2007).

Em Drosophila, altos niveis de expressdo do gene DmVago, que
codifica para a proteina SVC, foram encontrados no 6rgao imune mais
importante da mosca adulta, o corpo gorduroso, depois de serem
desafiadas com o virus C , conseguindo controlar a carga viral
(DOSTERT et al., 2005). Além disso, a proteina SVC em D.
melanogaster € expressa em resposta a certos agentes estressores
ambientais, tais como infeccBes bacterianas e o estado nutricional
(ZINKE et al., 2002; SHELDON et al., 2007). Em L. vannamei foram
identificadas cinco genes codificando para proteinas SVC (SVC1-5), as
quais sdo expressas frente a desafios de WSSV/Poli (C-G) (CHEN et al.,
2011).

Embora os camardes possuam diferentes mecanismos de defesa
frente aos patdgenos, o surgimento de doencas virais e bacterianas nos
cultivos tem se tornado um grande obstaculo ao sucesso da
carcinicultura no Brasil e no mundo. No momento, a profilaxia e o
controle de doengas nos cultivos estdo basicamente restritos as boas
praticas de manejo, reducdo nas condicBes de estresse e na busca de
compostos que aumentem a imunocompeténcia dos camardes. Para tal, é
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fundamental o conhecimento prévio dos mecanismos de defesa imune
destes crustaceos, assim como sobre a interagdo patdgeno/hospedeiro e
suas implicacdes na suscetibilidade destes animais as infecgdes.

Nesse sentido, fica evidente que estudos dessa natureza sejam
voltados para a espécie de peneideo mais cultivada no mundo, L.
vannamei, embora 0s mesmos tenham sido focados principalmente nos
animais juvenis e adultos. Exemplos dos poucos estudos abordando a
expressdo génica de moléculas associadas ao sistema imune durante o
desenvolvimento dos peneideos sdo: (a) peneidinas, crustina, lisozima,
ALF (MUNOZ et al., 2003; JIRAVANICHPAISAL et al., 2007;
TASSANAKAJON; SOMBOONWIWAT, 2011) (b) proPO
(JIRAVANICHPAISAL et al., 2007; CHAROENSAPSRI et al., 2011);
(c) Dicer-1 (YAO et al., 2010); (d) PmPPAE2 (codifica a proteina
ativadora da proPO) (CHAROENSAPSRI et al, 2011); (e)
transglutaminase e peroxinectina (JIRAVANICHPAISAL et al., 2007).

Existe assim, uma lacuna a ser preenchida no sentido de se
compreender quando outras importantes moléculas relacionadas ao
sistema imune iniciam sua expressao ao longo do desenvolvimento deste
camardo. Tais conhecimentos podem ser revelados usando-se técnicas
moleculares para avaliar a expressdo génica por analises quantitativas
por PCR em tempo real (RT-gPCR). Outra técnica complementar é a
andlise semi-quantitativa por PCR convencional (RT-PCR) (BRELJAK
et al., 2005). Contudo, a técnica de RT-gPCR é mais acurada e confiavel
em comparacdo & PCR semi-quantitativa, uma vez que detecta e
guantifica, em tempo real, as cOpias génicas a medida que ocorre a sua
amplificacdo (PFAFFL et al., 2004).

O presente estudo utilizou inicialmente a PCR convencional ap6s
transcricdo reversa a fim de se identificar inicialmente em quais estagios
do desenvolvimento de L. vannamei (Ovos fertilizados, 0-4h e 7-11h
pos-desova; Nauplio | e V; Protozoea | e HlI; Misis | e Ill; Pos-larva
PL2, PL9 e PL17) estavam sendo expressos 17 genes associados ao
sistema imune. Em seguida, analises de RT-gPCR foram realizadas a
fim de quantificar os niveis de expressdo dos genes de diferentes
categorias funcionais: defesa antiviral (LvDcrl, LvDcr2, Lv-Ago 1, Lv-
Ago 2, LvSVC1 e Lv-Sid 1), PRP/opsonina (LvDscam), sistema proPO
(LvproPO-1), sistema antioxidante (Lv-PRX), PAMs (LvSty-Il, Litvan
PEN2 e Litvan PENS3), sinalizagéo intracelular (fatores de transcrigdo
LvDorsal e LvRelish), apoptose (LvIAP), coagulacdo (LvClot) e
homeostasia (LvHHAP), contribuindo assim para um maior
conhecimento sobre a ontogenia do sistema imune de L. vannamei.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL:
Avaliar a expressdo de genes associados ao sistema imune do camardo
Litopenaeus vannamei ao longo do seu desenvolvimento.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

2.2.4.

2.2.5.

Avaliar a presenca da expressdo de dezessete genes
associados ao sistema imune de L. vannamei em
diferentes subestagios do seu desenvolvimento (Ovos
fertilizados, 0-4h e 7-11h po6s-desova; Nauplios | e V;
Protozoeas | e IlI; Misis I, 1l e Ill, Pés-larvas PL2, PL4,
PL9, PL11 e PL17), através de analises qualitativas por
RT-PCR convencional;

Padronizar a técnica de PCR quantitativa em tempo real
apos transcricdo reversa (RT-gPCR) para uso em analises
de expressdo génica ao longo do desenvolvimento de L.
vannamei;

Avaliar a expressdo de seis genes associados a defesa
antiviral (Lv-Sid-1, LvDcrl1, LvDcrl, Lv-Ago 1, Lv-Ago 2
e LvSVC-1) nos subestagios de desenvolvimento (Ovos
fertilizados, 0-4h e 7-11h pés-desova; Nauplios | e V;
Protozoeas | e Ill; Misis | e IlI; Pés-larvas PL2, PL9 e
PL17);

Avaliar a expressdo de quatro genes associados a defesa
antimicrobiana (LvproPO-1, Litvan PEN2, Litvan PEN3
e LvSty-11) nos subestagios mencionados no item 2.2.3;
Avaliar a expressdo de outros genes associados ao
sistema imune (Lv-PRX, LvDscam, LvDorsal, LvRelish,
LvIAP, LvHHAP e LvClot) nos subestagios mencionados
no item 2.2.3.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Animais

Foram utilizados camardes da espécie Litopenaeus vannamei
(Boone, 1931), em diferentes estdgios e subestdgios do
desenvolvimento, provenientes do Laboratorio de Camardes Marinhos
(LCM, Depto AQI, UFSC). Os ovos, estagios larvais e pos-larvais foram
coletados e processados in loco (LCM), enquanto os juvenis foram
transportados ao Laboratério de Imunologia Aplicada a Aquicultura
(LIAA, BEG, UFSC).

3.1.1. Ovos, larvas e Pos-larvas de L. vannamei

Neste estudo foram utilizados ovos fertilizados (0-4h e 7-11h,
pos-desova), além de animais nos seguintes estagios do
desenvolvimento: Nauplios (NI e NV); Protozoeas (ZI e ZIll); Misis
(M1 a MIII) e Pés-larvas (PL2, PL4, PL9, PL11 e PL17) (Fig. 5). Para
tal, 23 fémeas (45+2 g) foram abladas, fecundadas e acondicionadas em
tanques coletivos de desova (6.000 1; 28°C, salinidade 30%o) do Setor de
Maturacéo do LCM.

No setor de larvicultura, o subestagio NV foi acondicionado em
tanques (20.000 1) e alimentados com diatomaceas da espécie
Chaetoceros muelleri (5x10* células/ml) até o ultimo estagio avaliado;
as protozoeas (ZI e ZIIl) foram alimentadas com racdo comercial
(INVE Lansy spirulina) e as Misis (Ml a MII1) com ragdo comercial
(INVE Lansy ZM) suplementada com Nauplios de artémia congelada
(INVE artémia congelada GLS). As Poés-larvas de 2 a 6 dias (PL2 a
PL6) foram alimentadas com Nauplios vivos de artemia e racdo
comercial (INVE Lansy PL). As PL6 foram posteriormente transferidas
para o setor de pré-ber¢ario, onde foram mantidas em tanques de 50.000
| até o subestagio PL17, sendo alimentadas simultaneamente com as
microalgas C. muelleri e Nannochloropsis sp. e racdo comercial (INVE
Epac XL).

Para a coleta dos ovos, larvas (Nauplios, Protozoeas e Misis) e
Pdés-larvas (PL2 a PL17), quatro litros da agua de cada tanque foram
filtrados em recipientes contendo diferentes didmetros de malhas de
nylon: 50, 100 e 200 pm, respectivamente. Para as coletas foi
considerado um indice maior ou igual a 80% de individuos em um
determinado subestagio de desenvolvimento, sendo que cada subestagio
foi identificado ao microscépio de luz (5%, 10x e 40x), segundo a
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descricdo de Fenucci (1988). Apds coletados, os animais foram lavados
duas vezes com PBS 1x (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8 mM Na,HPO,,
1,46 mM KH,;PO, pH 7,4), homogeneizados e armazenados em
RNAIater® (Invitrogen) (1:5; p/v) a -20°C, para a posterior extracdo do
RNA.

3.1.2. Juvenis de L. vannamei

Machos e fémeas (n=15; 12g + 2 g) aparentemente saudaveis e
em estagio de intermuda foram transferidos do setor de bioflocos do
LCM para o LIAA, onde foram acondicionados em aquarios de 40L (5
animais/aquario), contendo agua marinha filtrada e aeragdo constante.
Os animais foram alimentados uma vez ao dia com ragdo comercial e
30% da agua dos aquarios foi renovada a cada 48h.

Maturagdo Larvicultura Pré-bergario

! Fémeas v Y \
=y, ~
GE00000000C000)
Animais 3 pools de amostras/subestdgio  poakfs
Alimentacio
H vitelo
g [ Chaetoceros muelleri ] Nm;g:ﬂ"jhs .
[ Ragdo comercial ] §

[Anemia congelada] [Anemia viva]

Figura 5. Esquema ilustrativo das condi¢cbes de manutencdo dos animais em
laboratorio, alimento principal fornecido por subestagios e coletas dos diferentes
estagios e subestagios de desenvolvimento. N: Nauplio; Z: Protozoea; M: Misis;
PL: Pés-larva; J: Juvenis.

3.2. Coleta de hemolinfa

A hemolinfa dos camardes juvenis (n=3 pools de 5 animais) foi
extraida da regido ventral do abdémen, entre o Ultimo esternito
cefalotoracico e o primeiro abdominal, através da insercdo de uma
agulha (13 x 0,4 mm) acoplada a uma seringa estéril de 1 ml. A
hemolinfa foi coletada na presenca da solucdo anticoagulante MAS
(Solucdo de Alsever Modificada: 336 mM NaCl, 115 mM glicose, 27
mM citrato de sodio, 9 mM EDTA, pH 7,2). Os hemdcitos foram
recuperados por centrifugagdo (800 xg, 10 min, 4°C), ressuspendidos
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em Trizol® (Invitrogen) e conservados a -20°C para posterior extracio
do RNA.

3.3. Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Amostras (15 mg) dos ovos e animais em diferentes estagios de
desenvolvimento foram lavadas com PBS (2%, 1 min) e homogeneizadas
em Trizol® (Invitrogen). Os hemdcitos de juvenis, conservados em
Trizol® a -20°C foram descongelados e processados, assim como as
demais amostras, segundo o protocolo preconizado pelo fabricante. Para
isso, as amostras foram submetidas & extracdo com cloroformio (5:1
Trizol:cloroférmio) e apds centrifugagdo (12.000 xg por 15 min, 4°C), o
RNA obtido foi precipitado em isopropanol (2:1 Trizol:isopropanol) e
hidratado com etanol 75%. O sedimento de RNA precipitado foi
suspendido em &gua livre de DNA/RNA/DNases/RNases. Em seguida,
as amostras foram tratadas com DNase | (Fermentas 1U/ul) e a mistura
incubada por 15 min a 20°C. Apés a inativacdo da DNase (15 min a
65°C), as amostras foram precipitadas com acetato de sédio (0,3 M, pH
5,2) e isopropanol. Finalmente, foi hidratado com etanol 75% e o
sedimento de RNA precipitado foi suspendido em éagua livre de
DNA/RNA/DNases/RNases. A concentragao e a pureza das amostras de
RNA extraidas foram avaliadas em espectrofotdmetro (NanoVue
plus™). Apenas as amostras de RNA com razdo de absorbancia
(Aseo/aze0 nm) Superior a 1,8 foram utilizadas nos experimentos. A
integridade do RNA extraido foi avaliada por eletroforese em agarose
(1%). Para a sintese de cDNA, 1 pg de RNA foi reversamente transcrito
utilizando-se 200 U da enzima RevertAid® Reverse Transcriptase
(Fermentas), na presenca de 0,5 mM de cada dNTP, 0,5 ug de iniciador
oligo (dT):215 € 20 U de RiboLock™ RNase Inhibitor (Fermentas). As
amostras foram entdo incubadas a 42°C por 60 min e a enzima inativada
por calor (65°C por 15 min).

3.4. Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)

As reacOes de PCR convencional foram realizadas para avaliar
em quais estagios de desenvolvimento os genes do presente estudo
(Tabela 2) foram detectados. As rea¢Ges foram realizadas na presenga de
1 ul de cDNA (diluido 1:8); 0,4 uM de cada iniciador; 1 U da enzima
Taq DNA Polymerase Recombinat (Fermentas); 0,2 mM de cada dNTP
e 1,5 mM de MgCl,, em um volume final de 10 pl. As condicbes de
amplificacdo foram: desnaturacéo inicial a 94°C por 5 min, seguido por
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38 ciclos de desnaturagéo a 94°C por 1 min, hibridizac&o dos iniciadores
a 58°C por 1 min e extensdo a 72°C por 1 min. Ao término dos ciclos, as
amostras foram submetidas a uma extensdo final a 72°C por 10 min. Os
produtos de PCR foram examinados em gel de agarose 2%, corado com
brometo de etidio (0,01%; v/v).
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Tabela 2. Pares de iniciadores de genes associados ao sistema imune em Litopenaeus vannamei utilizados nas analises de RT-PCR

convencional e RT-qgPCR

Siglas Categoria funcional e nome do gene | Sequéncia (5"~ 3") ‘ Am(sg)con | GenBank | Referéncia
Genes de referéncia
LVEF-1a Fator de elongagdo 1- a :y ;?gg;gggé:géﬁfg;%i@gx 103 GU136229 Yaoetal., 2010
LVRpS6 Proteina S6 da subunidade ribossomal 40S ;VW éﬁféfﬁsgfgggiggz‘éc 193 FEO080516 Gongalves et al., 2014
. - Fw__ CCACGAGACCACCTACAAC
Lv-actin B-actina RV AGCGAGGGCAGTGATITC 142 AF300705 Wang et al., 2007
Antioxidantes
R N | Fw  ACGGACAGTTCAAGGAGATC |
Lv-PRX Peroxiredoxina RV GAATTCCTCAACACGGTCAG | 131 GQ995702 Gongalves et al., 2014
Peptideos antimicrobianos
- - Fw__ GTCTGCCTGGTCTTCTTGG
Litvan PEN2 | Peneidina 2 RV GCAGCAATTGCGAGCATCTG 123 Y14925 Gongalves et al., 2014
- Fw__ GTCTGCCTGGTICTTCTTGG
Litvan PEN3 | Peneidina 3 RV GOGCTTGTGAGAAGGAAATTC 141 AF390144 Gongalves et al., 2014
Fw__ CACAAGAGTGCCCACCGTG
LvSty-11 Stylicina 2 RV CACACAGGCTGCCGACATAA 140 CK591498 Gongalves et al., 2014
Proteinas relacionadas com a resposta antiviral
Fw__ TGCGTCATTTGCCATCCAT
Lv-Ago 1 Argonauta 1 RV GCCATCTGGAGCGGAGAAG 65 HM234689 Labreuche et al., 2010
) Fw__ GATGGCATGAAGTCTGCAGTTG Labreuche et al., 2010
Lv-Ago 2 Argonauta 2 RV TGCGCACGACCATCACTAAG 62 HM234690
] Fw__ CCGGAGATAGAACGGTTCAGTG
LvDcrl Dicer-1 RV CGATAATTCCTCCCAACAGCTG 176 EU676241 Yao etal., 2010
I Fw__ AGGAAATGCAATGTCGTGGTT
LvDcr2 Dicer-2 RV ACGAGCCCTCCCCCTAGATT 78 HQ541163 Chenetal., 2011
Lv-Sid 1 Proteina transmembrana transportadora de dsRNA svw TG(?(S_(\S :GG(?CTTT f%ﬁé?gé;’aljgfr’éc 63 HM234688 Labreuche et al., 2010
Proteina com dominio do fator von Willebrand Fw__ TGCCAACCTAGCTGAGCTTCA
LSVCL | yipoe R CCATCAGGGCACAGGTATTTG 81 HQ541158 Chenetal., 2011
Proteina de Reconh Padréo
LvDscam Molécula de adesdo celular da Sindrome de Down I :VW égfg?g&%ﬁgﬁ%‘fg@% } 160 | GQ154653 | Gongalves et al., 2014
Sistema Pro-fenoloxidase
LvproPO-1 pro-fenoloxidase 1 I ;“'/V gg fggﬁgggf&gﬂigm ‘[ 122 | EU284136 | Wang et al., 2007
Moléculas de sinalizacéo intracelular
LvDorsal | Fator de transcrigio Rel/NF-xB (Dorsal/Rell) Li oAbt e 164 F1998202 Gongalves et al., 2014
LvRelish | Fator de transcrigdo Rel/NF-kB (Relish/Rel2) EuGRGGASCCTISTIOCTATOC 131 EF432734 Gongalves et al., 2014
Apoptose
LVIAP Inibidor de apoptose I ;VW gﬂ%ﬁgﬁ%ﬁ%ﬁi%%ﬁ?ﬁg(s } 181 GQ293142 Gongalves et al, 2014
He e coagulacao
LvClot Proteina de coagulacdo Ey :g.&i’:i??gﬁ;%gcgfs C 172 DQ984182 Gongalves et al., 2014
LVHHAP Proteina associada a homeostase de hemécitos :VW gxg&gflgﬁg?gfﬁgc 108 FE124306 Gongalves et al., 2014

pb= pares de bases nucleotidicas
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3.5. Expressdo génica por PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

Para as analises de expressdo génica foram avaliados 17 genes
associados ao sistema imune de camar@es, 0s quais incluem PAMs,
PRP/opsonina, moléculas antioxidantes, proteinas relacionadas com a
defesa antiviral, moléculas de sinalizacdo intracelular e proteinas
associadas ao sistema pré-fenoloxidase, apoptose, homeostasia e
coagulacdo (Tabela 2). Além destes, trés genes de referéncia foram
utilizados: o fator de elongagdo 1-a (LVEF-la), a proteina S6 da
subunidade ribossomal 40S (LVRpS6) e a proteina do citoesqueleto, [3-
actina (Lv-actin).

As andlises de gqPCR foram realizadas em microplacas de 96
pocos, utilizando-se o sistema StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems
(Applied Biosystems). Inicialmente verificou-se a eficiéncia dos pares
de iniciadores através da amplificacdo em gPCR do pool de cDNAs
obtidos dos ovos, larvas e pos-larvas em diferentes subestagios do
desenvolvimento (item 3.1). Para tal foram feitas diluicBes seriadas (1:8,
1:16, 1:32, 1:64, 1:128) deste pool em agua livre de RNase. Somente
foram utilizados iniciadores que apresentaram eficiéncia de amplificagédo
entre 1,9¢e2,1.

As reacOes de gPCR tanto para a andlise de expressdo génica
assim como a eficiéncia dos iniciadores foram realizadas em um volume
final de 10 pl contento 5 pl de Maxima® SYBR Green/ROX gPCR
Master Mix 2X (Fermentas), 0,3 uM de cada iniciador, 1 ul de cada
cDNA (diluido 1:8) e 3,4 pl agua livre de RNase. As condigdes de
amplificacdo foram: desnaturacdo inicial a 95°C por 10 min, seguido por
40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 s, hibridizac¢do dos iniciadores e
extensdo a 58°C por 1 min. A especificidade das reacdes foi confirmada
através da analise de curvas de dissociagdo (60-95°C; 0,3°C/s), realizada
apos as etapas de amplificacdo.

3.6. Anélise de dados de qPCR
3.6.1. Selecdo do gene de referéncia
O programa Normfinder (http:/www.mdl.dk/publicationsnormfinder.htm)

foi utilizado para a escolha do melhor gene de referéncia entre os trés
genes candidatos selecionados previamente: LVEF-1a, LVRpS6 e Lv-
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actin. Para cada gene foi calculado um indice de estabilidade, que leva
em consideracdo a variacdo dos valores de Cqg (do inglés, Cycle
quantification) entre as diferentes condi¢BGes. Assim, quanto menor o
valor do indice de estabilidade, menor a variacdo de expressao do gene
de referéncia entre as condigdes experimentais. Conforme
recomendac¢bes do MIQE (Minimum Information for Publication of
Quantitative Real-Time PCR Experiments) (BUSTIN et al., 2009), foi
considerada ainda a média aritmética dos trés genes de referéncia
selecionados.

3.6.2. Calculo de expressao relativa

Para o célculo de expressdo relativa dos genes selecionados, nos
diferentes estigios de desenvolvimento em camar@es, foi utilizado o
método descrito por Livak e Schmittgen (2001). Os valores de expressao
relativa foram calculados com base nos valores de Cq dos genes de
interesse em relacdo aos valores de Cq dos genes de referéncia. Assim,
0s niveis de expressdo génica foram analisados nos diferentes estagios e
subestagios de desenvolvimento em comparacdo aos animais juvenis
(grupo calibrador), que expressam constitutivamente todos os genes
testados. O limite de quantificacdo foi determinado através de uma
curva de linearidade dos iniciadores, utilizando diluicdes seriadas (1:8,
1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:1.024) de cDNA de amostras
gue apresentaram valores de Cq de 28. Valores de Cq acima do limite de
quantificagdo nao foram considerados.

3.6.3. Agrupamentos hierarquicos de expresséo génica

Agrupamentos hierarquicos (Hierarchical clustering) dos niveis
de expressdo génica foram realizados a partir dos valores de 2@ ou 2
(AACD com o software Multiple Array Viewer 4.81. Os Agrupamentos
hierarquicos foram utilizados para relacionar as condi¢es experimentais
(subestagios do desenvolvimento) em funcdo de seus niveis de
expressdo dos genes. Os critérios utilizados no agrupamento foram:
ligacdo média, correlacdo de Pearson e distancia métrica padréo.

3.7. Andlises estatisticas
Significancias estatisticas (p<0,05) entre os subestagios de

desenvolvimento foram realizadas pela analise de variancia (ANOVA)
de uma via, seguido pelo teste de comparacgdo de médias de Tukey.



