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RESUMO

Os estudos descritos nesta Tese envolvem a aplicagdo de métodos para o
desenvolvimento da tecnologia do RNAI direcionada a terapia génica de camardes L.
vannamei infectados com o virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV) e ao estudo da
reproducdo do L. vannamei através do silenciamento pos-transcricional do gene que
codifica para hormoénio inibidor dos gonadas (GIH). No Capitulo I, metodologias para
a detec¢do e quantificacdo por RT-qPCR e qPCR dos virus da Mionecrose Infecciosa
(IMNV) e do virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV), respectivamente, foram
desenvolvidas e efetivas para a detec¢dao inédita da ocorréncia da co-infecgdo com
ambos os virus em espécimes do camardo L. vannamei. No Capitulo II foi demostrado
que o padrdo de transcri¢do dos principais genes chaves do mecanismo de RNAi (Sid-1,
Dicer-2 e Argonauta-2) do L. vannamei ndo ¢ afetado pela infec¢do causada pelo IMNV
quando da inje¢ao de diferentes concentracdes do indculo viral e que o nimero médio
de 2,55 x 10’ copias do IMNV detectados em tecido hemocitico pode ser considerado
seguro para os sistemas de cultivos de L. vannamei sob condigdes 6timas. O Capitulo
IIT descreve a producdo de moléculas de dsRNA relacionadas a diferentes ORFs do
genoma do IMNV (dsRNA-IMNV ORFla, dsSRNA-IMNV ORF1b ou dsRNA-IMNV
ORF2) para a terapia de camardes L. vannamei infectados experimentalmente com 1,02
x 10° copias do IMNV. Os tratamentos com as dsRNA-IMNV (ORFla) e dsRNA-
IMNYV (ORF1b) se mostraram efetivos na inibi¢do da replicacdo do IMNYV resultando
em sobrevivéncias de 90% e 80%, respectivamente, apds 34 dias de desafio
experimental. Os resultados obtidos neste capitulo sugerem uma exportagao do sinal do
RNAI pelo canal de transmembrana SID-1, sendo este evento diretamente associado a
inibicdo da replicagio do IMNV e, consequentemente, com a sobrevivéncia dos
camardes desafiados. No Capitulo IV foi demostrado que apesar do “knockdown” dos
niveis do mRNA do GIH detectados no pedunculo ocular das fémeas de L. vannamei
injetadas com as dSRNA-GIH, o efeito sobre a expressao do mRNA da vitelogenina nos
ovarios e no didmetro dos odcitos somente foi verificado no 37° dia pos injecdo. Os
resultado apresentados na presente tese confirmam o potencial da utilizagdo da
tecnologia do RNAI tanto para a terapia génica de enfermidade virais como para o

estudo da reproducdo em camardes L.vannamei.

Palavras-chave: L. vannamei, RNAi, IMNV, WSSV, GIH, qPCR, expressdo génica.
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ABSTRACT

The studies described in this Thesis involve the application of methods for the
development of RNAI technology for gene therapy of the shrimp L. vannamei infected
with the Infectious Myonecrosis Virus (IMNV) and to study the reproduction of L.
vannamei through the post-transcriptional silencing of the gene that encodes for the
Gonadal Inhibitor Hormone (GIH). In Chapter I, methodologies for the detection and
quantification by RT-qPCR and qPCR of the Infectious Myonecrosis Virus (IMNV) and
the White Spot Syndrome Virus (WSSV), respectively, were developed and effective for
the first detection of the occurrence of co-infection with both viruses in specimens of
the shrimp L. vannamei. In Chapter II it was shown that the pattern of transcription of
the main key-genes of RNAi (Sid-1, Dicer-2 and Argonauta-2) of L. vannamei is not
affected by infection caused by IMNV when injecting different concentrations of viral
inoculum and that the average number of 2.55 x 10° copies of IMNV detected in
haemocytic tissue can be considered safe for farming systems of L. vannamei under
optimal conditions. Chapter III describes the production of dsSRNA molecules related
to different ORFs of IMNV genome (dsRNA-IMNV ORFla, dsSRNA-IMNV ORF1b or
dsRNA-IMNV ORF2) for therapy of L. vannamei experimentally infected with 1.02 x
10° copies of IMNV. The treatments with the dsSRNA-IMNV (ORFla) and dsRNA-
IMNV (ORF1b) were effective in inhibiting the IMNYV replication resulting in survival
of 90% and 80%, respectively, after 34 days of experimental challenge. The results of
this chapter suggest an export signal of RNAi by the SID-1 transmembrane channel,
being this event directly related to the inhibition of the replication of the IMNV and,
consequently, the survival of the challenged shrimps. In Chapter IV it was
demonstrated that although the "knockdown" of the mRNA of the GIH levels detected
in eyestalk of L. vannamei females injected with the dsSRNA-GIH, the effect on mRNA
expression of the vitellogenin in ovaries and in oocytes diameter, was only verified in
the 370 day post-injection. The results presented in this thesis confirm the potential of
the use of RNAI technology for both gene therapy of viral infirmities as well as for the

study of reproduction in shrimps L.vannamei.

Keywords: Litopenaeus vannamei, IMNV, WSSV, GIH, RNAi, qPCR, gene expression.
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INTRODUCAO GERAL

1. O cultivo do camarao Litopenaeus vannamei

O camardo L. vannamei ¢ nativo do oceano Pacifico oriental distribuindo-se
desde a provincia de Sonora (norte do México) até o Estado de Tumbes, no Peru,
normalmente em d4guas com temperatura superiores a 20°C (Benzie, 2000).
Naturalmente, a espécie tem preferéncia por habitats de fundo lamoso, podendo ser
encontrada no ambiente desde a regido do infralitoral, até profundidades de 72 metros.
Durante os estagios iniciais de seu desenvolvimento, o L. vannamei habita regides com
aguas de caracteristicas oceanicas, refugiando-se para aguas litoraneas na medida em
que se desenvolve. Nas regides estuarinas ou costeiras estes animais vivem até o estagio
de juvenil quando retornam ao alto mar para se reproduzirem. As fémeas eliminam
cerca de 100.000 a 500.000 ovos, que sdo fecundados externamente pelos
espermatozdides no momento da desova (Dore & Frimodt, 1979; Barbieri & Ostresky,
2002). Ap6s um periodo de 14 a 20 horas da desova, as larvas eclodem como nauplios,
que possuem 5 subestdgios (N; a Ny), e passam posteriormente para os estigios de
protozoéia (P; a Pyy) e misis (My a Myy). A metamorfose se completa na passagem do
subestagio misis III para pds-larva I, estagio em que os animais ja possuem todas as
caracteristicas basicas de um camarao adulto (Vinatea, 2004).

Caracteristicas zootécnicas da espécie como rusticidade, rapido crescimento,
facil adaptacdo a racdes comerciais e boa tolerancia a variagdes ambientais, fizeram do
L. vannamei, a espécie de camarao mais cultivada no mundo. A producao de crustaceos
em 2010 consistiu de 5,7 milhdes de toneladas, sendo 1,67 milhdes de toneladas de
espécies dulcicolas e 4,03 milhdes de toneladas de espécies marinhas. O camarao L.
vannamei € o responsavel pela maior parcela da producdo mundial de crusticeos
marinhos (71,8%), perfazendo aproximadamente 50% (2,9 milhdes de toneladas) do
total de crustaceos cultivado no mundo (FAO, 2012).

Os principais paises produtores de camardes sdo China e Tailandia, na Asia, e
Equador, México e Brasil, nas Américas (Valderrama & Anderson, 2011, FAO, 2012).
No Brasil, a regido Nordeste ¢ a principal produtora de camardes marinhos cultivados,
com 93,1% da produgdo nacional, sendo os Estados do Ceara e Rio Grande do Norte os
maiores responsaveis por este indice. Durante algum tempo, a atividade carcinicultora

brasileira ndo enfrentou grandes obstaculos, tendo como consequéncia um dos maiores
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indices de produtividade mundial em 2003. Todavia, nos anos de 2004 e 2005 houve
uma queda de producdo (-15,84%) e produtividade (-24,84%) ocasionada por diversos
fatores, destacando-se a agdo antidumping imposta pelos Estados Unidos, diminui¢ao
dos pregos internacionais, variacdo da taxa cambial, assim como a ocorréncia de
enfermidades, principalmente as de etiologia viral, com destaque para a Mionecrose
Infecciosa e Sindrome da Mancha Branca (Madrid, 2005, Rodrigues, 2005, Seiffert et
al. 2005). A partir de 2005, iniciou-se um processo de recuperacao da atividade havendo
uma estabilizacdo da producdo e produtividade num patamar de 65.000 t e 4.063 kg/ha,
respectivamente. Essa retomada de producao e produtividade deveu-se principalmente a
uma conjuntura de fatores técnicos e econdmicos aliados a um aumento significativo do
consumo per capita da populacdo brasileira, que consumiu 102% a mais de camardes
em 2009 quando comparado ao ano de 2002 (Nunes et al. 2011).

Contudo, a incidéncia de doencas infecciosas, especialmente as de etiologia
viral, tem implicado em constantes perdas econdmicas ao setor aquicola no Brasil e no
mundo, sendo considerada como o mais importante desafio enfrentado pela industria do
camarao (Valderrama & Anderson, 2011). No inicio de 1988, eram identificados apenas
seis virus patogénicos para estes camardes (Lightner, 1996). Atualmente, sdo
conhecidas mais de 22 agentes virais capazes de infectar camardes peneideos, sendo
quatro deles responsaveis pelos maiores indices de mortalidade em sistemas de cultivo
no mundo: virus da sindrome da mancha branca (White Spot Syndrome Virus, WSSV),
virus da sindrome da Taura (Taura Syndrome Virus, TSV), virus da cabeca amarela
(Yellow Head Virus, YHV), e o virus da infec¢dao hipodermal e necrose hematopoiética
(Infectious Hypodermal and Hematopoietic Necrosis Virus, IHHNV) (Hasson et al.
2005, Lightner, 2011, Flegel, 2012).

2. Sanidade na carcinicultura brasileira

O surgimento de enfermidades na carcinicultura, assim como em qualquer
atividade zootécnica, esta principalmente associado ao desequilibrio entre as condigdes
ambientais, o estado de saide do animal e a presenca de agentes potencialmente
patogénicos nos sistemas de cultivo (Martins, 2006). De acordo com Kautsky et al.
(2000), o risco de ocorréncia de enfermidades nos cultivos tradicionais de camardes
aumenta consideravelmente quando da utilizacdo de altas densidade de estocagem,

especialmente quando a pratica de policultivo € substituida pelo monocultivo. De modo
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geral, as doengas podem ser classificadas em infecciosas e ndo infecciosas. As
infecciosas sdo as causadas por patdgenos transmissiveis como virus, bactérias,
protozoarios e fungos, enquanto que as enfermidades ndo infecciosas sdo resultantes de
agentes abioticos relacionados a fatores nutricionais, genéticos, ambientais e fisicos
(Nunes & Martins, 2002).

Na carcinicultura brasileira, especificamente, ja foi detectada a ocorréncia de
seis dos agentes etiologicos virais mais comuns, sendo eles: baculovirus penaei
(Baculovirus penaei, BP) (Bueno et al. 1990), baculovirus de Penaeus monodon
(Penaeus monodon-type baculovirus, MBV) (Bueno, 1991), IHHNV (Braz et al. 2008),
virus da hepatopancreatite (Hepatopancreatic parvovirus, HPV) (Bueno, 1991, Gesteira
& Andrade, 2002), virus da mionecrose infecciosa (Infectious myonecrosis virus, IMNV)
(Lightner et al. 2004) e, mais recentemente, o WSSV que praticamente extinguiu a
atividade carcinicultora na regido Sul do pais (Seiffert et al. 2005) e que ja acomete a
carcinicultura do Nordeste brasileiro (Feijo et al. 2013).

Além das viroses, ¢ importante salientar que as doengas de origem bacteriana
também representam uma ameacga ao cultivo de camardes marinhos, a exemplo de
bactérias pertencentes ao género Vibrio que podem em alguns casos ocasionar
mortalidades de até 100% dos camardes cultivados (Saulnier ez al. 2000). A ocorréncia
de uma alfa-proteobactéria determinante da hepatopancreatite necrosante (necrotising
hepatopancreatitis, NHP) também ¢ bastante comum em cultivos de camardes,
especificamente no continente americano, podendo resultar também em altos indices de
mortalidade (Loy ef al. 1996). Atualmente, uma sindrome da necrose aguda
hepatopancreatica (acute hepatopancreatic necrosis syndrome, AHPNS) atribuida a uma
cepa do Vibrio parahaemolyticus infectada com um bacteridfago tem implicado em
significativas perdas para a carcinicultura do sudeste asiatico (Tran et al. 2013). Outras
enfermidades ocasionadas pela proliferacdo de protozodrios, bactérias filamentosas e
algas, que geralmente aparecem aderidas as branquias, cefalotorax, apéndices e a 6rgaos
internos, podem, dependendo do grau de severidade, gerar efeitos deletérios a satide do
camardo. Estes agentes podem provocar letargia, redu¢dao do crescimento € o aumento
da susceptibilidade do camarao as doengas oportunistas (Guzman & Valle, 2000, Nunes
& Martins, 2002).

O uso de avancadas ferramentas de diagndstico disponiveis sdao hoje
fundamentais para garantir uma maior confiabilidade nos diagnosticos, proporcionar um

melhor entendimento da etiologia das doencas de origem infecciosa e,
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consequentemente, permitir a elaboracdo de melhores estratégias de manejo e melhor
planejamento sanitario para as fazendas de carcinicultura. A detec¢do de uma
enfermidade em seu estado inicial permite que sejam tomadas medidas sanitarias
imediatas, que evitardo o seu alastramento na fazenda ou mesmo na regido onde ela se
encontra localizada. Varios procedimentos de diagnodstico t€ém sido desenvolvidos para a
deteccdo de enfermidades de camardes ¢ incluem, dentre outras, técnicas de
histopatologia (Lightner, 1996, Rodriguez et al. 2003), hibridizagdo in situ (Lightner,
2011), amplificagdo isotérmica do DNA (Kono et al. 2004), deteccdo por anticorpos
monoclonais (Makesh et al. 2006), sondas de microarranjos de DNA (Khadijah et al.
2003), bem como a partir da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e suas variantes

(Sritunyalucksana et al. 2005, Andrade et al. 2007).

2.1. Principais Enfermidades Virais no Brasil

Dentre as enfermidades que acometem os camardes, as de etiologia viral sdo as
que causam maior impacto € por isso maiores prejuizos econOmicos € sociais a
atividade carcinicultora no mundo. Estas viroses infectam também populacdes silvestres
de camardes, porém existem poucas informagdes acerca da influéncia dessas
enfermidades sobre a ecologia de populacdes de camardes silvestres. Na carcinicultura
brasileira, os virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV) e da Sindrome da Mancha Branca

(WSSV) se destacam pelos constantes prejuizos causados a industria do camarao.

2.1.1. Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV)

O virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV) foi identificado pela primeira vez em
fazendas de cultivo de camardo no Estado do Piaui, alastrando-se posteriormente para
outros da regido Nordeste do pais, incluindo os Estados do Rio Grande do Norte,
Pernambuco, Paraiba, Maranhao e Ceara (Andrade et al. 2007). A enfermidade causada
pelo IMNYV, que até entdo tinha sua area de ocorréncia limitada a Regido Nordeste do
Brasil, foi posteriormente diagnosticada na Indonésia (Senapin et al. 2007, Sutanto,
2011) e mais recentemente no sudeste asidtico (Senapin, 2011). O IMNV apresenta
simetria icosaédrica, nao ¢ envelopado, possui 40 nm de didmetro e tem densidade de
1,366 g/ml em CsCl. O seu genoma ¢ composto de uma tnica molécula de dsSRNA com

7.560 pb e provavelmente possui um capsideo com quatro polipeptidios de peso
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molecular 24, 42, 106 e 149 kDa. O sequenciamento do genoma viral indicou a
presenga de dois ORFs (Open Reading Frame, ORF). O ORF da extremidade 5’ (ORF
1, nt 136-4.953) codifica para as proteinas do capsideo e de ligagdo a dsRNA (RNA-
binding protein), enquanto que o ORF da extremidade 3° (ORF 2, nt 5.241-7.451)
contém genes para a codificacdo da RNA polimerase RNA-dependente (RNA-dependent
RNA polymerase, RdRp). Andlises filogenéticas mostraram similaridades significativas
entre a RARp do IMNV com a de um virus (Giardia lamblia virus - GLV) pertencente a
familia Totiviridae, sugerindo que o IMNV possa ser o unico membro desta familia
capaz de infectar invertebrados (Poulos et al. 2006). Novas caracteristicas do genoma
do IMNV foram identificadas por Nibert (2007) e incluem a presenga de duas
sequéncias ‘2A-like motifs’ que, provavelmente, estdo envolvidas na clivagem de um
grupo poliprotéico na regido N terminal do ORF 1 do virus.

A sintomatologia tipica da doenca causada pelo IMNV em L. vannamei ¢
caracterizada por necroses dos musculos estriados do abdomen, apéndices e cefalotorax.
Macroscopicamente, esta lesdo se manifesta através de uma opacidade muscular,
principalmente no abdomen distal e na cauda, com areas de aspecto leitoso durante a
fase inicial da doenga. Em estdgios mais avangados, pode ocorrer uma decomposi¢cdo
tecidual da regido afetada devido a liquefacdo da musculatura, ocasionando, em alguns
casos, uma coloragao avermelhada no abdomen (Nunes et al. 2004). Segundo Lightner
et al. (2004), além de afetar a musculatura estriada, o IMNV pode também lesionar as

branquias e o 6rgao linféide dos camardes infectados.

2.1.2. Virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV)

A Sindrome da Mancha Branca foi primeiramente detectada em camardes
cultivados no Norte de Taiwan no ano de 1992 (Nakano et al. 1994) e, desde a sua
descoberta, tem se tornado uma das enfermidades mais ameagadoras para a atividade
carcinicultora no mundo (Escobedo-Bonilla et al. 2008). O WSSV foi pioneiramente
isolado de uma epidemia ocorrida no Japao (Inouye et al. 1994) e dentro de poucos anos
se alastrou por varios paises (Flegel, 1997). Em virtude da variagdo e simultaneidade da
ocorréncia da enfermidade em vérias regides do mundo, a doenga recebeu, pelo menos,
13 denominagdes distintas (Sangamaheswaran & Jeyaseelan, 2001). O WSSV ¢
baciliforme, envelopado e possui um nucleocapsideo em forma de bastao (Wang et al.

1995). Este virus foi recentemente classificado como pertencente ao género
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Whispovirus, familia Nimaviridae (Leu et al. 2009). O virido possui entre 210-380 nm
de comprimento, 70-167 nm de largura maxima e contém DNA de dupla fita circular
com tamanho aproximado de 300 kpb, que varia de acordo com a localidade onde o
virus € encontrado (Chen et al. 2002).

A enfermidade causada pelo WSSV ¢ caracterizada por provocar mortalidades
massivas em camardes peneideos cultivados. O virus possui um amplo nimero de
hospedeiros, incluindo espécies de camardes, lagostas, caranguejos, poliquetas,
membros do filo Chaetognata e Rotifera, além de algumas espécies de insetos aquaticos
(Escobedo-Bonilla et al. 2008). A doenca ¢ considerada como letal em camardes
cultivados quando mortalidades de 90-100% ocorrem dentre 3 a 10 dias, antes mesmo
dos primeiros sintomas surgirem. Os sinais clinicos observados em camardes infectados
se baseiam principalmente na presenca de deposicdo de sais de calcio (0,5 a 2 mm de
diametro) na cuticula da carapaca, podendo também apresentar reducdo no consumo
alimentar, anorexia, letargia e uma coloragdo avermelhada nos apéndices ou mesmo em
todo corpo do animal (Lightner, 1996, Sanchez-Martinez et al. 2007).

No final de 2004, a WSS foi detectada pela primeira vez na carcinicultura
brasileira, sendo responsavel pelo colapso da industria do camarao no sul do pais (OIE
2005, Muller et al. 2010). Atualmente, o WSSV também tem sido detectado no
Nordeste brasileiro, porém, sem provocar surtos de grande magnitude, especialmente
quando comparados aos eventos de mortalidades massivas ocorridos no sul do pais

(Feyj6 et al. 2013).

2.2. Imunologia do camardo L. vannamei

O sistema imunoldgico ou “imune” ¢ constituido por mecanismos de defesa
altamente complexos utilizados pelos organismos multicelulares no combate a uma
ampla variedade de corpos estranhos ou patogénicos. Dada sua complexidade, o sistema
imune tem sido algumas vezes subdividido em inato ou adaptativo, especifico ou nao
especifico e at¢ mesmo em local ou sistémico, porém sem ainda uma defini¢ao clara de
seus limites (Bowden, 2008). De acordo com Lee & Soderhéll (2002), a resposta imune
inata ¢ compreendida por mecanismos presentes naturalmente nos organismos
pluricelulares, desde plantas até humanos, constituindo-se na primeira linha de defesa
contra a invasao de microrganismos através do reconhecimento de moléculas padroes

associadas ao agente invasor. Por outro lado, o sistema imune adaptativo ¢ exclusivo de
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vertebrados, sendo filogeneticamente mais recente e caracterizado pela presenga de uma
ampla gama de receptores e anticorpos linfociticos das células B e T e, ainda, por
células de memoria que garantem uma resposta de defesa altamente especifica,
principalmente na ocorréncia de uma segunda infeccdo pelo mesmo patdgeno.
Diferentemente dos vertebrados, os invertebrados contam apenas com um eficiente
sistema imune inato para o reconhecimento e eliminacdo ou destrui¢do do agente
invasor. Segundo Barraco et al. (2008), a auséncia de memodria imunoldgica nos
invertebrados inviabiliza qualquer tentativa do desenvolvimento de vacinas, o que
diminui expressivamente a possibilidade do controle das enfermidades em camardes
cultivados. Contudo, a recente descoberta de proteinas de adesdo com caracteristicas
analogas a anticorpos de vertebrados sugere a ocorréncia de uma memoria imunologica
atribuida a um tipo de resposta adaptativa alternativa em invertebrados (Kurtz &
Armitage, 2006, Chou et al. 2011, Hung et al. 2013).

A resposta inata dos invertebrados consiste em uma série de reagdes imunes
celulares e humorais que atuam de forma integrada e estdo intimamente associadas a
hemolinfa. Os hemdcitos sdo os principais responsaveis pelas reagdes imune celulares,
atuando na fagocitose de patdgenos e na formagdo de nddulos e capsulas hemociticas
em torno dos organismos invasores, destruindo-os através da liberacao e/ou produgdo de
moléculas téxicas e microbicidas como as enzimas lisossomais, peptideos
antimicrobianos (Antimicrobial peptides, AMPs) e as espécies intermediarias reativas de
oxigénio (Reative Oxygen Intermediates, ROIs) e nitrogénio (Reative Nitrogen
Intermediates, RNIs) (Barraco et al. 2008). Trés populagdes de hemocitos podem ser
identificadas de acordo com a relagdo nucleo-citoplasma e a presenga de granulos
citoplasmaticos, sendo, portanto, classificados em hemocitos hialinos, semi-granulares e
granulares (Johansson et al. 2000). Segundo van de Braak et al. (2002), os hemocitos
hialinos estariam envolvidos apenas no processo de coagulagdo, enquanto os semi-
granulares e granulares na fagocitose, formagao de nddulos e encapsulacdo do material
estranho ao organismo.

As reagOes imunes humorais dos invertebrados envolvem a acao de moléculas de
reconhecimento como as lectinas, o sistema de coagulagdo e o sistema profenoloxidase
(proPO). As lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas bivalentes capazes de aglutinar a
superficie de diferentes bactérias e outros patdgenos invasores que possuam
determinados agucares. O sistema de coagulagdo da hemolinfa ¢ um mecanismo de

defesa essencial para crustaceos, pois permite o aprisionamento dos agentes patogénicos
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ao mesmo tempo em que evita a perda excessiva de hemolinfa em casos de ferimentos
(Bachere, 2000, Marques & Barraco, 2000). Em camardes L. vannamei, a polimerizagdo
das proteinas de coagulacdo (Clotting protein, CP) ¢ catalisada por enzimas
transglutaminases (7ransglutaminase, TGase) dependentes de calcio, formando um gel
insoluvel. As TGases estdo compartimentalizadas dentro dos hemocitos e sdo liberadas
para o plasma sob o estimulo de particulas estranhas ou dano no tecido do camardo
(Reyes-Izquierdo & Vargas-Albores, 2001). A ativagdao do sistema proPO consiste em
um conjunto de reacgdes iniciada pela oxidagdo de compostos fendlicos em quinonas por
acdo da enzima fenoloxidase (phenoloxidase, PO) resultando na adesdo celular,
fagocitose, encapsulamento e melanizacdo. Este processo ¢ desencadeado através do
reconhecimento nao-proprio de moléculas padrdes associadas a patogenos (Pathogen-
associated molecular patterns, PAMPs) como lipopolissacarideos ou peptidoglicanos de
bactérias e -1,3-glucanos de fungos (Cerenius et al. 2008).

O sistema imune antiviral dos camardes conta, ainda, com dois mecanismos
imunes ativados por moléculas de dsRNA endogenas ou exogenas. A injegdo
intramuscular de dsRNA inespecificas em camardes peneideos, incluindo o L.
vannamei, tem resultado na ativagdo de um tipo de defesa imune geral em bioensaios de
desafio experimentais com os virus da WSS ou TS (Robalino et al. 2004, Yodmuang et
al. 2006, Kim et al. 2007). Contudo, de acordo com Robalino et al. (2004), a protegao
induzida por dsRNA nao relacionadas pode ser inibida por elevadas concentragdes do
WSSV ou TSV em ensaios experimentais. Por outro lado, a indu¢do do RNAi por
moléculas de dsRNA sequéncia-especifica tem sido bastante efetiva para o
silenciamento da expressao de genes virais em camardes, mesmo quando da utilizagao
de altas concentragdes virais em sistemas de bioensaios. Consequentemente, o
mecanismo de RNAi tem sido atribuido a imunologia antiviral em invertebrados e sua
ativacdo por moléculas de dsRNA sintéticas tem aberto a possibilidade do
desenvolvimento de métodos para a profilaxia ou terapia de enfermidades de camardes
marinhos cultivados. A inibicdo da replicacdo viral pela tecnologia do RNAi tem se
tornado bastante atrativa, principalmente pela impossibilidade do desenvolvimento de
vacinas em camardes (Robalino ef al. 2007). Varias pesquisas tém comprovado a
efetividade e a especificidade do RNAIi na supressdo da expressdo de genes virais tanto
para a profilaxia como para a terapia de viroses em L. vannamei, a exemplo de trabalhos
relacionados ao WSSV (Robalino et al. 2005), TSV (Robalino et al. 2004), YHV
(Yodmuang et al. 2006, Tirasophon et al. 2007) e, mais recentemente, ao IMNV (Loy et
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al. 2013).

3. Reproducio do camario L. vannamei

3.1. Controle Hormonal da Reproducao

A reproducao dos crustaceos ¢ controlada por um elaborado sistema endocrino
aliado a estimulos nutricionais e ambientais (Huberman, 2000). A proeminente atividade
celular que ocorre durante o desenvolvimento ovariano dos crustdceos ¢ conhecido
como vitelogénese, processo pelo qual resulta na producdo de uma proteina precursora
da vitelina, a vitelogenina (Nagaraju, 2010). O local de sintese da vitelogenina pode
diferir de espécie para espécie. O aumento da concentracdo de vitelogenina na
hemolinfa de algumas espécies de crustaceos durante os estagios iniciais do
desenvolvimento gonadal suporta a ideia de que a proteina pode ser sintetizada em
locais extra-ovarianos, por exemplo, no hepatopancreas, € posteriormente transportada
para o ovario (Charniaux-Cotton, 1985). No camardo L. vannamei, o nivel de expressao
dos transcritos da vitelogenina nos ovarios de fémeas induzidas por ablacao unilateral
foi significativamente maior quando comparado com a sua expressao no hepatopancreas
em todas as fases do ciclo de muda, o que pode sugerir uma predominancia ovariana
para a sintese da vitelogenina nesta espécie (Raviv et al. 2006).

A inibi¢do da sintese da vitelogenina e consequentemente da maturagdo ovariana
em crustdceos tem sido atribuida principalmente a a¢do do hormodnio inibidor das
gonadas (Gonad-Inhibiting Hormone, GIH), também conhecido como hormonio
inibidor da vitelogénese (Vitellogenesis-Inhibiting Hormone, VIH). O GIH ¢ produzido
e secretado por células neuroenddcrinas do complexo glandular 6rgao X - glandula do
seio (X-organ sinus gland complex, XO-SG) do pedunculo ocular. Este neuropeptideo
foi classificado como um membro da familia dos CHH (Crustacean Hyperglycemic
Hormone-family, CHHf). Os demais componentes desta familia incluem o hormdnio
hiperglicémico de crustaceos (Crustacean Hyperglycemic Hormone, CHH), o hormdnio
transportador de ions (lon Transport Peptide, ITP), o hormonio inibidor da muda (Molt-
Inhibiting Hormone, MIH) e o horménio inibidor do 6rgdo mandibular (Mandibular
Organ-Inhibiting Hormone, MOIH) (Keller, 1992, Wainwright et al. 1996). Os
membros da CHHf sdo caracterizados por possuirem 72-78 aminoacidos contendo seis

residuos conservados de cisteina que formam trés pontes de dissulfeto. De acordo com a
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sua estrutura primaria, os membros desta familia podem ser divididos em duas
subfamilias (tipo I e II). O ITP e o CHH pertencem ao tipo I, sendo o CHH o membro
mais abundante da familia, enquanto o GIH, MIH e MOIH sao classificados como
pertencentes ao tipo II. De acordo com Webster et al. (2012), estes neuropeptideos estdo
envolvidos em diversas fungdes fisiolégicas em crusticeos como no metabolismo,
osmorregulagdo, muda e reprodugdo. A atuacdo de um hormoénio estimulador das
gonadas (Gonad Stimulating Hormone, GSH) na glandula do seio, cérebro (ganglio
supraesofageal) e/ou no ganglio toracico tem sido reportada para diversas espécies de
crustaceos. Contudo, nenhum neuropeptideo com esta fungdo foi caracterizado até o
momento (Chung, 2010).

Recentemente, Chen et al. (2014) isolaram um neuropeptideo com
caracteristicas de GIH da glandula do seio do camarao L. vannamei, o qual demonstrou
98% de similaridade nucleotidica com o GIH do P. monodon. Além da confirmacao do
efeito inibitorio deste hormonio sobre a sintese de vitelogenina do L. vannamei, estes
autores mostraram que a ablagdo unilateral do pedunculo ocular reduz a expressao dos
transcritos do GIH no cérebro, mas nao no pedunculo ocular remanescente. Outros
horménios isolados da glandula do seio do L. vannamei e denominados de Liv-SGP-A, -
B, -C, -E, -F, e -G foram também considerados candidatos a GIH. Dentre os hormonios
isolados, o Liv-SGP-G apresentou 100% de homologia nucleotidica com o CHH do L.
vannamei ¢ foi o que demonstrou o maior efeito inibitorio dos niveis do mRNA da
vitelogenina quando submetido a testes de incubagao in vitro com fragmentos de ovario
do Marsupenaeus japonicus (Tsutsui et al. 2007). De forma similar, em P. semisulcatus,
a vitelogénese também foi inibida por alguns CHHs purificados da glandula do seio do
M. Japonicus, o que reforga a ideia da funcao pleiotrépica do CHH no metabolismo de
carboidratos e na reproducao de alguns crustaceos (Khayat ef al. 1998). De fato, estudos
anteriores tém sugerido que os membros da CHHf sdo derivados de um ancestral
comum e divergiram através de mutagdes e duplicacdes génicas ao longo da evolugido, o
que pode ter implicado no desenvolvimento de multiplas fungdes para os membros desta
familia (Chan et al. 2003).

Para machos de camardes cultivados, os estudos relacionados a reproducdo tém
sido direcionados principalmente as avaliagdes qualitativas e quantitativas do esperma
em relacao a idade, tamanho e condi¢des de cultivo (Ceballos-Vazquez et al. 2003,
Jiang et al. 2009). Em crusticeos decapodes, a intensidade da atividade da

espermatogénese e desenvolvimento de caracteristicas sexuais masculinas tém sido

10



atribuida a acdo do hormoénio da glandula androgénica (Androgenic Gland Hormone,
AGH) (Manor et al. 2004, Okumura & Hara, 2004). Em algumas espécies de crustaceos,
incluindo o L. vannamei, a atuagao de outros hormonios como ecdisteroides e metil
farnesoato também tem sido associada ao controle reprodutivo masculino (Parnes et al.

20006, Alfaro et al. 2008, Chang & Sagi, 2008).

3.2. Métodos de inducdao a reproducdao

Na reprodugdo em cativeiro de camardes, o0 método usualmente empregado para
estimular a maturagdo gonadal e desova consiste na ablacdo unilateral do pedunculo
ocular, que resulta na remog¢ao do complexo endocrino atribuido a sintese e liberacdo do
GIH. Além da redugdo dos niveis de GIH circulante, a extirpagdo do pedunculo ocular
reduz a ag¢do de outros neuropeptidios produzidos também no pedinculo ocular. Este
fato ocasiona um significativo desbalanco hormonal que reflete consideravelmente na
quantidade, qualidade e sobrevivéncia das larvas produzidas (Palacios et al. 1999).
Consequentemente, para a obtengdo de larvas com boa qualidade, as matrizes
reprodutoras sdo geralmente descartadas a cada trés meses de produgdo, o que incide em
grande prejuizo para a cadeia produtora. Por esse motivo, durante as Ultimas duas
décadas, algumas pesquisas vém sendo realizadas para o desenvolvimento de técnicas
alternativas a ablagdo peduncular na reproducao de camardes em cativeiro. Dentre estes
métodos, podemos destacar a administragdo de hormodnios, anticorpos monoclonais,
otimiza¢do de fatores ambientais (temperatura, fotoperiodo e salinidade), e mais
recentemente, a utilizacdo de moléculas de dsRNA para o silenciamento de transcritos
hormonais por RNAi (Balasubrsmanian, 2009, Tinikul et al. 2009, Nagaraju, 2010,
Treerattrakool et al. 2011).

A utilizagdo de serotonina (5-hydroxytryptamine, 5SHT) para a indugdo a
reproducdo ¢ caracterizada por ter pouca especificidade tendo sido associada a liberacao
simultanea de varios hormonios em crustaceos tais como o CHH (Keller et al. 1985), o
MIH (Mattson & Spaziani, 1986) e o GSH (Kullkarni et al. 1992). A injecdo de
serotonina em camardes L. vannamei para a inducdo a reproducdo tem sido relatada
como de pouca eficiéncia, especialmente quando comparados ao desempenho
reprodutivo obtido com fé€meas monoabladas (Vaca & Alfaro, 2000). Contudo, a
utilizacao da serotonina em combinagdo com um antagdnico de dopamina, a spiperona,

se mostrou eficaz para a inducdo do desenvolvimento gonadal e desova de camardes L.
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vannamei em cativeiro (Alfaro et al. 2004). Treerattrakool et al. (2014) utilizaram
anticorpos monoclonais anti-GIH para a neutralizagdo da atividade inibidora da
vitelogénese do P. monodon no qual resultou numa elevagdo do niveis da expressao do
mRNA da vitelogenina em cultura primaria de tecido ovariano. Em outro estudo, esse
grupo de pesquisadores demonstrou a indu¢do do desenvolvimento gonadal e desova do
P. monodon através do silenciamento pods-transcricional do GIH-Pm por dsRNA

sequéncia-especifica (Treerattrakool et al. 2011).

4. O Mecanismo de RNA de interferéncia (RNAi)

No inicio dos anos 90, na tentativa de manipular a expressdao de genes, trés
grupos distintos de pesquisadores chegaram ao resultado imprevisto do silenciamento
génico. Estes resultados foram documentados posteriormente como um fendmeno de
“Co-supressdao” em plantas, “Quelling” em fungos, e “RNA de interferéncia” no
nematoide Caenorhabditis elegans (Napoli et al. 1990, Fire et al. 1991, Romano &
Macino, 1992). Observagoes iniciais a cerca do fendmeno de silenciamento indicavam
que tanto moléculas sense como antisense de RNA eram igualmente eficazes como
gatilho do silenciamento génico (Fire et al. 1991, Guo & Kemphues, 1995). Contudo,
verificou-se mais tarde que a efetividade das moléculas sense e antisense no
silenciamento génico dependia diretamente da hibridizagao prévia com o mRNA do
gene endogeno, e que moléculas de RNA dupla-fita (dSRNA) homologas ao gene alvo ¢
que de fato funcionavam como gatilho do fendomeno de silenciamento génico (Fire et al.
1998). A partir da década de 90, o silenciamento de genes por RNA de interferéncia
(RNAi) tem sido descrito para uma ampla variedade de organismos, incluindo
protozoarios, leveduras, microalgas, plantas e animais (Cogoni et al. 1996, Ngo et al.
1998, Waterhouse et al. 1998, Fire et al. 1998, Wu-Scharf et al. 2000, Wianny &
Zernicka-Goetz, 2000, Caplen et al. 2001, Elbashir et al. 2001, Hannon, 2002,
Mochizuki et al. 2002). Trabalhos posteriores sugeriram que os fendmenos inicialmente
denominados de Co-supressao, Quelling e de RNA de interferéncia estdo relacionados e
representam um mecanismo evolutivamente conservado que ¢ atribuido a varios
processos bioldgicos naturais envolvendo a supressdo da atividade de transposons
(Aravin et al. 2007), regulagdo génica (Denli & Hannon, 2003), remodelagem da
heterocromatina (Riddle & Elgin, 2008) e a atividade imune antiviral (Li & Ding,
2005).
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O silenciamento génico por RNAI consiste em um mecanismo pos-transcricional
no qual longos precursores de moléculas de dsRNA (exdgenos ou enddgenos) sdo
processados ou maturados em pequenos dsRNA de 21-25 pb conhecidos como siRNA
(small interfering RNAs) ou miRNA (microRNA) a partir de reacdes catalisadas por
endonucleases do tipo RNAse III dsRNA-especifico, a exemplo da enzima DICER
(DCR) (Bernstein et al. 2001). A DCR ¢ uma proteina relativamente longa na qual
possui alguns dominios como DEXDc, HELICc, PAZ, RIBOc-A, RIBOc-B, DUF283 ¢
DSRM (Matsuda et al. 2000). Os dominios DEXDc e HELICc possuem alta homologia
aminoacidica com a enzima RNA helicase dependente de ATP. O dominio PAZ interage
diretamente com uma saliéncia de 2 pb existente no siRNA e miRNA. O dominio
RIBOc possui atividade de RNAse, enquanto os dominios DUF283 ¢ DSRM sao locais
de ligacdo de moléculas de dsSRNA (Hammond et al. 2001, Dlakic, 2006). Os pequenos
RNAs (siRNA ou miRNA) produzidos podem conduzir & degradacdo especifica ou
repressdo da traducdo do mRNA alvo a partir de um complexo de silenciamento
multiprotéico (RNA-induced silencing complex, RISC) (Meister & Tuschl, 2008). Uma
das principais proteinas deste complexo de silenciamento foi classificada como um
membro da familia Argonaute (AGO). Os membros desta familia possuem os dominios
PIWI e PAZ, e formam um nucleo catalitico com outras proteinas relacionadas para
guiar a silenciamento especifico do RNA alvo (Okamura et al. 2004).

Uma caracteristica peculiar do mecanismo de RNAi, pelo menos em algumas
espécies de fungos, nematdides e plantas, consiste na possibilidade de amplificacdo do
sinal de silenciamento a partir da acdo de uma RNA polimerase dependente de RNA
(RdRp). Neste caso, siRNAs secundarios podem ser gerados por um processo
denominado RNAI transitivo, no qual um siRNA ou até mesmo um ssRNA antisense
pode funcionar como “primer” para a sintese de um RNA complementar (cCRNA) ao
gene alvo, produzindo desta forma, moléculas de dsRNA de novo que sera clivado pela
enzima DICER dando origem aos siRNA secundarios (Tijsterman et al. 2002). Outra
caracteristica interessante acerca do fendmeno de RNAIi consiste na possibilidade de
transmissao vertical do sinal de silenciamento. Segundo Fire et al. (1998), a indugdo do
RNAIi por inje¢do intramuscular nas gonadas do nematdide C. elegans pode ser
transferida de geracdo em geragdo. Outro estudo, também com C. elegans, mostrou que
a transmissao vertical do sinal do RNAi pode perdurar por varias geragdes e que a
atuacdo de genes como rde-1, rde-4 e Sid-1 sao indispensaveis para a transmissao de

hereditariedade do silenciamento por RNAi. Os genes rde-1 e rde-4 codificam para
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proteinas envolvidas na produgao de siRNA, enquanto o Sid-1 codifica para um canal de
transmembrana envolvido na captagdo de longas moléculas de dsRNA (Grishok et al.
2000, Tabara et al. 2002, Feinberg & Hunter, 2003). Recentes descobertas tém mostrado
a possibilidade da transmissdo horizontal do sinal do RNAi entre organismos, a
exemplo da relagdo hospedeiro-parasita entre a abelha Apis mellifera e o 4caro Varroa
destructor (Garbian et al. 2012).

Desde a sua descoberta em C. elegans, o silenciamento génico por RNAi tem
sido amplamente utilizado como uma importante ferramenta para estudos de genética
reversa, tanto em sistemas de invertebrados como também em vertebrados. Atualmente,
grande parte do conhecimento acerca da fungdo génica ¢ devido ao knockdown de genes
e da consequente avaliagao fenotipica do efeito do silenciamento do mRNA alvo. Antes
do advento da tecnologia do RNA1, métodos de perda e ganho da funcdo génica a partir
de tecnologias como a knockout animal e a transgenia, respectivamente, eram técnicas
bastante utilizadas para a elucidacdo da funcdo dos genes. Contudo, a ocorréncia de
resultados ambiguos aliado ao tempo e custo requerido para o desenvolvimento de
organismos geneticamente modificados ndo favoreceram o emprego destas
metodologias nos dias atuais, no tocante a elucidacao da fungdo génica (Rajewsky et al.
1996, Vanhecke & Janitz, 2005). A partir dos estudos iniciais com C. elegans e com
Drosophila melanogaster, o silenciamento de um tUnico gene foi logo substituido pelo
silenciamento multiplo. Por exemplo, Kamath et al. (2003) analisaram por RNAi cerca
de 86% do genoma do C. elegans (19.427 genes) o que resultou na identificacdo de
1.722 fenotipos. Varios outros estudos incluindo a andlise multipla por RNAi em
organismos modelos tem contribuido significativamente para a elucidagdao da fungao
génica em organismo eucariotos superiores, especialmente quando da caracterizagao de
genes envolvidos em mecanismos conservativos (Boutros et al. 2004, Lum et al. 2003).

Outra aplicabilidade direta da tecnologia do RNAI consiste no desenvolvimento
de terapias génica através do silenciamento de genes virais ou de genes que codificam
para proteinas enddgenas anOmalas associadas a patologias. A terapia génica por RNAi
tem sido amplamente desenvolvida para tratamento de doencas em plantas,
invertebrados e mamiferos, incluindo o tratamento de doencas humanas, a exemplo de
infecgdes virais respiratorias, doengas oculares, distirbios do sistema nervoso, cancer e
doencas inflamatorias do intestino (Bumcrot ef al. 2006). No contexto da producao
animal, a utilizacdo da tecnologia do RNAi tem sido considerada como uma poderosa

ferramenta para a pesquisa aplicada ao cultivo de organismos terrestres e aquaticos
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(Golding et al. 2006, Burnell & Allan. 2009, Long et al. 2009, Monga et al. 2011,
Labreuche et al. 2013).

Para camardes cultivados, a tecnologia do RNAi tem sido amplamente utilizada
para o desenvolvimento de terapias antivirais (Escobedo-Bonilla, 2012) e também para
a elucidacdo da funcdo de genes atribuidos ao metabolismo de carboidratos (Lugo et al.
20006), osmorregulacao (Tiu et al. 2007), muda (Hui ez al. 2008), imunologia (de la Vega
et al. 2008, Shockey et al. 2009), crescimento (de Santis et al. 2011), diferenciagao
sexual (Ventura et al. 2009) e reproducao (Treerattrakool et al. 2008).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Desenvolver métodos biotecnologicos para o silenciamento por RNA de
Interferéncia (RNA) de genes do virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV) e do

hormonio Inibidor das Gonadas (GIH) em camardes Litopenaeus vannamei.

Objetivos Especificos:

e Otimizar metodologia molecular para a quantificacdo dos virus da Mionecrose
Infecciosa (IMNV) e da Sindrome da Mancha Branca (WSSV) em camardes L.

vannameli,

e FElaborar e quantificar in6culo do IMNV para a realizacdo de bioensaios de

desafio com o camardo L. vannamei,

e Investigar o padrdo de transcri¢do dos genes Sid-1, Dicer-2 e Argonaute-2 por
RT-gPCR em camardes L. vannamei infectados experimentalmente com

diferentes concentragoes do IMNYV;

e Produzir moléculas de dsRNA para o silenciamento por RNAi de trés regides
distintas do genoma do IMNV em camardes L. vannamei desafiados

experimentalmente;

e Realizar uma caracterizacdo temporal da inibi¢do da replicacdo do IMNV a
partir da analise da carga viral e da expressdo de genes relacionados ao RNAi

por RT-qPCR ao longo de 34 dias de ensaio de desafio experimental;

e Investigar a viabilidade da utilizagdo de dsRNA gene-especifico (GIH) para o

estimulo da reproducao de fémeas de L. vannamei em cativeiro.
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CAPITULO I — OTIMIZACAO DE PROTOCOLOS PARA O DIAGNOSTICO
QUANTITATIVO MOLECULAR POR PCR EM TEMPO REAL PARA OS
VIRUS DA MIONECROSE INFECCIOSA (IMNV) E DA SiNDROME DA
MANCHA BRANCA (WSSV) EM CAMAROES Litopenaeus vannamei

Os resultados deste capitulo foram publicados no periddico Aquaculture.

http://dx.doi.org/10.1016/j.aquaculture.2012.11.026

1. INTRODUCAO

As enfermidades causadas pelos virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV) e da
Sindrome da Mancha Branca (WSSV) podem causar grandes perdas econdmicas para a
industria carcinicultora (Lightner, 2011). Ao longo dos ultimos anos, ambos os virus
tiveram um forte impacto na carcinicultura brasileira. O IMNV foi identificado pela
primeira vez no ano de 2002 em fazendas de cultivo do camardo L. vannamei no Estado
do Piaui (Brasil), alastrando-se posteriormente para outros da regido Nordeste do patis,
incluindo os Estados do Rio Grande do Norte, Pernambuco, Paraiba, Maranhdo e Ceara
(Andrade et al. 2007). A Sindrome da Mancha Branca foi primeiramente detectada em
camardes cultivados no Norte de Taiwan no ano de 1992 (Nakano et al. 1994), ¢ desde a
sua descoberta tem se tornado uma das enfermidades mais ameacgadoras para a atividade
carcinicultora no mundo (Escobedo-Bonilla et al. 2008). No Brasil, o WSSV foi
detectado no inicio de 2004 e foi o responsavel pelo colapso da industria do camarao no
sul do pais (OIE, 2005a, 2005b, Muller et al. 2010).

As técnicas desenvolvidas para diagndsticos de enfermidades em humanos e na
medicina veterinaria passaram a ser empregadas também na investigagdo das causas das
doengas em crustaceos e outros organismos aquaticos, indo desde a simples analise
clinica e histologica até os métodos moleculares mais sofisticados como a reagao em
cadeia de polimerase (PCR). Dentre as suas diversas variantes, a PCR em tempo real
quantitativa (qQPCR) permite a determinacdo do numero exato de cdpias de um
determinado segmento de DNA alvo em uma amostra, o que permite por sua vez, no
caso de doencas infecciosas, a deteccdo precisa do nimero de cdpias do agente

patogénico (Mackay et al. 2002). Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo
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principal o desenvolvimento de metodologia para o diagndstico molecular por PCR em
Tempo Real para a deteccdo e quantificacdo dos virus da Mionecrose Infecciosa

(IMNV) e da Sindrome da Mancha Branca (WSSV).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material Biologico Utilizado

Trinta camardes L. vannamei (10+2g) coletados no municipio de Paraipaba (CE)
foram previamente diagnosticados pelo Centro de Estudo e Diagnostico de Organismos
Aquaticos da Universidade Federal do Ceara (CEDECAM/LABOMAR/UFC) para os
virus da IMN e WSS. O diagndstico molecular realizado pelo CEDECAM seguiu
protocolos descritos por Senapin et al. (2007) e Lo et al. (1996) para a detecgdo por
PCR semi-quantitativa do IMNV e WSSV, respectivamente. Os resultados deste
diagnostico foram utilizados para a validacdo dos métodos quantitativos por PCR em
Tempo Real desenvolvidos para a deteccdo e quantificacdo do IMNV e WSSV. Tecido
muscular de pledpodos dos camardes previamente diagnosticados por PCR
convencional pelo CEDECAM foram processados individualmente para as andlises
quantitativas por RT-qPCR e qPCR para a detec¢do e quantificagdo do IMNV e WSSV,

respectivamente.

2.2. Extracido de DNA

O DNA genomico total foi extraido de acordo com o protocolo descrito por
Sambrook et al, (1989). Aproximadamente 20 mg de tecido muscular de pleépodo
conservado em alcool 96% (Merck™) foi lavado com uma solugio de Tris-HCI (10 mM,
pH 7) e colocado em microtubos de 1,5 ml contendo 500 ul de tampao de extragdo
(Tris-HC1 100 mM, SDS 1%). Em seguida, adicionou-se 30 pl de proteinase K (10
mg/ml) e misturou-se bem por inversdo. As amostras foram incubadas a 65°C por 3
horas até o tecido estar completamente digerido, misturando-se ocasionalmente por
inversao. Apos a digestao do tecido, foi adicionado 500 pl de fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico (25:24:1) (Invitrogen™) misturando-se por inversio durante 5 min. Para a

separacao das fases, as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm/5 min. Uma aliquota
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de 450 pl da fase aquosa superior foi transferida para outro microtubo tomando-se o
cuidado essencial para ndo perturbar a interface. Numa segunda etapa de purificacao,
500 pl de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) foram adicionados a amostra e misturou-
se por inversao durante 5 min. As amostras foram novamente centrifugadas a 13.000
rpm/5 min e 450 pl da fase aquosa superior foi transferido para outro microtubo de 1,5
ml. Para precipitagdo do DNA, foram adicionados 1,0 ml de etanol absoluto (Merck®) e
50 ul de acetato de sodio as amostras, incubando-as a -20°C/30 min. Apds esta etapa, as
amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm/15 min a 4°C. O sobrenadante foi removido
cuidadosamente por inversdo. As amostras foram entdo lavadas com 500 pl de etanol
70%, invertendo-se algumas vezes para posteriormente serem centrifugadas a 13.000
rpm/5 min. O etanol foi descartado cuidadosamente e os microtubos invertidos sobre
um papel toalha afim de maximizar o processo de secagem a temperatura ambiente (15
a 25°C) por 10 minutos.

O DNA das amostras foi ressuspendido em 50 pl de TE (Tris-HCl 10 mM,
EDTA 1 mM) e tratado com 2 ul de RNase (10 mg/ml). Para a ativagdo da RNase, as
amostras foram incubadas a 37°C/30 min. A inativagdo da RNAse se deu pela
incubagdo das amostras a 70°C/10 min. Antes da utilizagdo do DNA total extraido, sua
integridade foi avaliada por corrida eletroforética em gel de agarose a 1%, preparado
em 150 ml de TAE (1x) (0,04 M Tris Base, 0,04 M Acetato ¢ 0,001 M EDTA) contendo
0,1 pg/ml de brometo de etidio. O gel foi preparado em uma cuba Electophoresis
Systems FB-SB-1316 (Fisher-Biotech™) contendo o tampao TAE (1x). A corrida
eletroforética foi realizada com a poténcia de 0,58 volts/em” de corrente continua
durante 60 minutos. O gel foi visualizado em um transiluminador ultravioleta
Select’™Series (Espectroline™) e fotodocumentado através do sistema de andlise e
fotodocumentacao de eletroforese (Electrophoresis Documentation and Analysis System
290, EDAS 290) (Kodak®™) que utiliza o programa de computador KODAK 1D Image
Analysis Software (Pizzonia, 2001). O DNA total foi quantificado por fluorimétria
usando o kit Qubit™guantification assay (Invitrogen™) para dsDNA e padronizados

para o diagnostico molecular do WSSV por qPCR.
2.3. Extraciao de RNA e Sintese de cDNA

O RNA total foi extraido a partir de aproximadamente 50 mg de tecido

muscular de pledpodos com a utilizacio do reagente Trizol (Invitrogen®), seguindo
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metodologia recomendada pelo fabricante. Inicialmente, o material biologico foi lavado
com uma solucdo de Tris-HCI (10 mM, pH 7) e colocado em microtubos de 1,5 ml
contendo 750 pl de Trizol. Os pledpodos foram macerados e depois incubados durante 5
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, adicionou-se 200 pl de cloroférmio as
amostras, agitando-as vigorosamente durante 15 segundos. Em seguida, as amostras
foram incubadas a temperatura ambiente por 10 min. Para a separagdo das fases, as
amostras foram centrifugadas a 12.000 g/15 min a 4°C. Transferiu-se cuidadosamente
450 pl da fase superior (RNA total) para um tubo de 2 ml, onde foi agregado 500 ul de
alcool isopropilico. As amostras foram incubadas durante 15 minutos a 30°C, e
centrifugadas a 12.000 g/10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi removido por inversao,
tomando-se os devidos cuidados para nao se perder o pellet. As amostras foram lavadas
com | ml de etanol 75%, mescladas no vortex e centrifugadas a 7.500 g/5 min a 4 °C. O
etanol foi descartado cuidadosamente e os tubos invertidos sobre um papel toalha para
secagem a temperatura ambiente durante 10 minutos. O RNA total foi dissolvido em 50
ul de 4gua ultrapura (Invitrogen™). A certificacdo da integridade do RNA extraido foi
checada por eletroforese em gel de agarose obedecendo as mesmas condi¢des descritas
para a andlise do DNA total extraido. O RNA total de cada amostra foi ainda
quantificado por fluorimetria usando o kit Qubit™quantification assay (Invitrogen®)
para RNA e padronizados para o processo de sintese do cDNA.

Antes da sintese do cDNA, o RNA foi incubado a 100°C por 5 min para a
desnaturar as dsRNAs e posteriormente resfriado em gelo. Os ¢cDNAs foram obtidos
através da utilizagdo do kit SuperScript™ FirstStrand Synthesis Systems for RT-PCR,
conforme recomendag¢des do fabricante. Em microtubos de 0,2 ml foram adicionados 1
ng do RNA total extraido, 10 mM de dNTP’s, 150 ng de primers randomicos, e agua
ultrapura em quantidades suficientes para completar o volume de 10 ul. As amostras
foram incubadas a 65°C/5 min e posteriormente resfriadas em gelo por 1 min. Em
seguida, 9 pl de uma mistura contendo 2 pl de tampao RT (10x), 4 ul de MgCl, (25
mM), 2 ul de DTT (ditiotreitol) (0,1 M) e 1 pl de RNaseOUT™Recombinant RNase
Inhibitor foram adicionadas a cada amostra, para em seguida serem vortexadas,
brevemente centrifugadas e incubadas a 42°C/2 min. Para a efetivacdo da reagdo de
transcri¢do reversa, 1 pl da enzima SuperScript™ II RT foi adicionado em cada tubo,
seguido de incubacao a 42°C/50 min. A reagdo de transcrigdo do cDNA foi terminada
com a incubacao a 70°C/15 min. Apds uma breve centrifugagdo, adicionou-se ainda as

amostras, 1pul de RNase H, terminando o processo com uma incubagdo a 37 °C/20 min.
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Os cDNAs foram armazenados a -20 °C até as analises de diagnostico molecular do

IMNYV por RT-qPCR..

2.4. Quantificacio do Genoma Viral por RT-qPCR ou qPCR

Fragmentos de 908 bp do IMNV (N° de acesso no GenBank: AY570982, nt
4274-5181) e de 1447 pb do WSSV (N° de acesso no GenBank: AF332093, nt 224261-
225708) foram amplificados por RT-PCR e PCR, respectivamente, para a obtencao de
construcdes genéticas utilizadas como controles positivos das reagdes quantitativas por
PCR em tempo real (RT-qPCR e gPCR). O fragmentos genéticos foram purificados com
o illustra GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare®) e clonado
no pCR® 2.1-TOPO vector (Invitrogen™). Os clones positivos, designados como
pTOPO-IMNV e pTOPO-WSSYV, foram purificados com o illustra plasmidPrep Mini
Spin Kit (GE Healthcare™) e confirmados por sequenciamento de DNA (dados ndo

demonstrados).

As sequéncias de primers e sondas de hidrolise utilizados para a otimizagao do
diagnoéstico molecular quantitativo por RT-qPCR (IMNV) ou qPCR (WSSV) foram
desenhados a partir do software Primer Express 2.0 (Applied Biosystems™) (Tabela 1).
Antes dos ensaios diagnoésticos, a eficiéncia de amplificacdo dos primers e sondas
(>95%) foi confirmada de acordo com Pfaffl et al. (2002) e a especificidade das

amplificacdes verificadas a partir da anélise das curvas de melting.

Tabela 1 - Sequéncias de primers e das sondas de hidrdlise utilizadas para a otimizagao
de protocolo de deteccao e quantificacio por PCR em tempo real dos virus da
Mionecrose Infecciosa (IMNV) e da Sindrome da Mancha Branca (WSSV) em
camaroes L. vannamei.

Primer Sequéncia 5°-3’ “Amplicon”
IMNV(RT-qPCR)Forward ATGGACGCAATCACAAAGTTGT
IMNV(RT-qPCR)Reverse TGGAACGGGCATTCATAAAAC 58 pb
Sonda de hidrdlise (IMNV) FAM-TGCACGAAAGTCG-TAMRA

WSSV (qPCR)Forward GCCCTCTCGCCTTTGATTTC
WSSV(qPCR)Reverse TCGGCGTTCTTTTCTTCGA 61 pb
Sonda de hidrdlise (WSSV) FAM-TTCTGTCAAAGGGAGATAC-TAMRA
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As reacdes de RT-qPCR para IMNV ou qPCR para WSSV foram realizadas em
um volume final de 10 pl contendo 5 pl do Platinum Quantitative PCR SuperMix-UDG
(Invitrogen™), 0,3 pl (10 pM) de cada primer; 0,15 pl (10 uM) da sonda de hidrélise, 0,2
ul (50x) do corante de referéncia Rox, 1 pl (10-25 ng) de cDNA (para a quantificagao
do IMNV) ou 1 ul (5-15 ng) de DNA (para a quantificagdo do WSSV) e 3,05 ul de agua
ultrapura (Invitrogen®™). Um controle negativo (reacio contendo todos os reagentes,
exceto cDNA ou DNA) e uma série de diluicao do controle positivo (pTOPO-IMNV ou
pTOPO-WSSV) equivalente a 107, 10°, 10*, 10°, 10°%, 107, 10° e 10° copias do IMNV ou
WSSV foram incluidas em cada termociclagem para a constru¢do das curvas padrao de
quantificagdo. O numero de copias virais do IMNV e WSSV da série de diluicdo das
construgdes pTOPO-IMNV e pTOPO-WSSV foi obtido a partir da formula descrita

abaixo:

Ne de copias virais IMNV ou WSSV) = X g/ul do clone x 6,022 x 10%

Tamanho do clone em pb x 649

v" Onde:
- Clone: vetor (TOPO) + inserto (fragmento IMNV ou WSSV)
- 649 g/mol: PM médio de 1 pb de DNA
- 6,022 x 10: Ne de moléculas em 1 mol (Ne de Avogadro)

Para a detec¢ao e quantificacdo do IMNV e WSSV foi utilizada a plataforma
ABI 7300 Real-time PCR systems (Applied Biosystems®). As amplificacdes foram
obtidas a partir das seguintes condi¢gdes de termociclagem: 50°C/2min; 95°C/2min;
seguidos de 40 ciclos de 95°C/15s e 60°C/30s. O niimero de cdpias virais de cada
amostra foi determinado com o software 7300 systems SDS 1.3.1 (Applied
Biosystems®). As amostras foram testadas em duplicata e o resultado somente

considerado positivo quando da amplificacdo de ambas as réplicas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os diagnosticos por RT-qPCR ou qPCR confirmaram a presenga do IMNV ou
WSSV em 27 e 13 camardes, respectivamente. Dentre os 30 camardes diagnosticados,
12 foram positivos para ambos os virus. As curvas padrdes geradas a partir da série de
dilui¢cdes dos controles positivos pTOPO-IMNV e pTOPO-WSSV apresentaram uma
forte relacdo linear: [IMNV: > = 0,9964; y = (-3,142 + 0,05) x + (39,84 + 0,30)] ¢
[WSSV: ¥ = 0.9956; y = (-3,158 + 0,08) x + (37,25 + 0,51)] (Figura 1). Os resultados
do diagndstico quantitativo por PCR em tempo real foram expressos como numero de
copias médias de IMNV/ug de RNA ou niimero de copias médias de WSSV/ug de DNA
para cada amostra investigada. A validagdo dos resultados quantitativos por RT-qPCR
(IMNV) e qPCR (WSSV) estao apresentadas na tabela 2.

Segundo Tang et al. (2001), métodos quantitativos de detec¢do certamente sao
bem mais valiosos quando comparado a métodos meramente qualitativos para a
avaliacdao da severidade de infec¢Oes virais em sistemas de cultivo. A determinacao do
numero de copias virais por PCR em tempo real pode revelar o grau de severidade de
uma infeccdo em um viveiro de cultivo, sendo de fundamental importdncia para a
tomada de decisdes quando da continuidade ou ndo dos ciclos de produgdo em cultivos
infectados. O diagnostico molecular quantitativo por PCR em tempo real ¢ igualmente
importante em estudos que envolvam a investigagdo cronologica de uma determinada
infeccdo em bioensaios de desafios experimentais, especialmente pela indisponibilidade
de linhagens celulares de crusticeo para a quantificacdo da atividade viral in vitro
(Duran et al. 2002, Nunan et al. 2004, Montgomery-Brock et al. 2007). Contudo, para
que haja qualquer comparacdo entre resultados envolvendo a quantificacdo da carga
viral publicados por diferentes grupos de pesquisa, ¢ imprescindivel a padronizagao dos
protocolos no tocante a eficiéncia dos reagentes empregados, métodos de analises e

forma de apresentagao dos resultados (Marubini et al. 2004, Bustin et al. 2009).
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Figura 1 - Curvas padrdo utilizadas para a otimizagdo dos métodos de diagndstico
quantitativo por PCR em tempo real para os virus da IMN e da WSS. Os niimeros de
copias virais estao representados em fungao dos valores médios dos Cq’s.

A detec¢do de uma grande variacdo do numero de copias do IMNV (1,79 x 10* &
1,20 x 10’ copias/pg de RNA) e do WSSV (1,46 x 10° 4 4,30 x 10°/ug de DNA) por RT-
qPCR ou qPCR, respectivamente, nos camardes investigados indica que a carga viral
nos sistemas de cultivos pode ser altamente variavel. Esta alta variagdo do nimero de
copias virais pode ser justificado por diversos fatores que ocorrem ao longo do cultivo
como, por exemplo, densidade do cultivo, povoamento com diferentes linhagens de
camardo, estagio da infec¢do, padrao de transmissdo, entre outros (Duran & Lightner,
2002). De acordo com ensaios realizados por Sritunyalucksana et al. (2006), a técnica
de PCR em Tempo Real pode detectar até 5 copias virais por reagdao, enquanto com a
PCR convencional pode-se detectar até 1000 copias virais quando realizada em uma
etapa e até 100 copias em duas etapas (Nested-PCR). No presente estudo, apenas os
diagnosticos das amostras 11, 21 e 24 nado corresponderam ao nivel de sensibilidade
para a deteccdo do WSSV por Nested-PCR conforme descrito por Sritunyalucksana et
al. (2006). Apesar de recomendado pela OIE (Organizagdo Mundial de Saude Animal),
a utilizagdo do protocolo descrito por Lo et al. (1996) para a detec¢ao via Nested-PCR
do WSSV tem sido amplamente contestada pela baixa especificidade produzida

(Claydon et al. 2004, Nunan & Lightner, 2011).
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Tabela 2 - Validacdo de diagndstico quantitativo por PCR em tempo real para o IMNV
e WSSV a partir de amostras de pledpodos de L. vannamei previamente diagnosticados
por PCR convencional pelo Centro de Estudos e Diagnostico de Enfermidade de
Organismos Aquaticos (CEDECAM/UFC).

PCR em Tempo Real (FURG) PCR convencional (UFC)
Amostras (Copias do IMNV/pg (Copias do WSSV/ng IMNV WSSV
de RNA) de DNA) (Nested RT-PCR) (Nested PCR)
1 8,59 x 10° 3,22 x 10° + +
2 5,81 x 10° Nd + -
3 2,79 x 107 1,99 x 10° + +
4 1,19x 10° 3,12x 10° + +
5 3,41 x 10° 1,46 x 10° + +
6 1,23 x 10° Nd” + -
7 3,57 x 10° Nd” + -
8 1,69 x 10° Nd” + -
9 6,79 x 10* 437x10° + +
10 9,44 x 10’ Nd” + -
1 3,53 x 10° 7,53 x 10° + -
12 1,70 x 10° Nd” + -
13 1,71 x 10° 6,32 x 10° + +
14 Nd” 430x 10° - +
15 1,79 x 10 Nd” + -
16 Nd” Nd” - -
17 1,80 x 10° 2,77 x 10° + +
18 1,98 x 10° Nd” + -
19 3,48 x 10° Nd” + -
20 Nd” Nd” - -
21 1,61 x 10° 3,67 x 10° + -
22 1,88 x 10° Nd + -
23 1,02 x 10° Nd” + -
24 1,84 x 10* 2,69 x 10* + -
25 1,20 x 10° Nd + -
26 6,27 x 10° Nd + -
27 1,80 x 10° Nd” + -
28 3,86 x 10° Nd” + -
29 471 x 10° 5,32 x 10° + +
30 6,51 x 10° 4,17x 10° + +

Nd: Nio detectado
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Apesar da ocorréncia de duplas ou multiplas infecc¢des ja ter sido reportada para
camardes cultivados, existem poucas informagdes tanto a nivel celular como molecular
a respeito da patogenicidade, viruléncia, susceptibilidade e resposta imune quando da
infeccdo simultanea (Macias-Rodriguez ef al., 2014). Estudos anteriores demonstraram
a influéncia do THHNV na redug¢do da patogenicidade do WSSV em camardes
peneideos pré-infectados com o WSSV, mostrando que em alguns casos a infec¢do por
um agente pode ter uma fun¢do protetora contra outro agente patogénico (Bonnichon et
al. 2006, Tang et al. 2003). Entretanto, a ocorréncia de multiplas infec¢gdes geralmente
compromete significativamente o estado de satde de camardes cultivados, sendo uma
das principais causas de mortalidades em sistemas de cultivo. Os estudos supracitados,
bem como as perdas econdmicas ao setor aquicola geradas pela ocorréncia de multiplas
infeccdes em camardes cultivados reforgam a importancia da pesquisa voltada ao
entendimento da interagdo entre patdgenos e hospedeiros, ainda de pouco conhecimento
cientifico, bem como de estudos para o desenvolvimento de métodos de profilaxia ou
terapia viral para camardes infectados em sistemas de cultivo.

Neste estudo, novos primers e sondas de hidrolise foram utilizados para a
validagdo do método quantitativo molecular por PCR em tempo real para o diagndstico
do IMNV e do WSSV em amostras de camardes L. vannamei. Além do estabelecimento
da metodologia de diagndstico, a ocorréncia da co-infeccdo com ambos os virus foi

confirmada pela primeira vez em espécimes do camarao L. vannamei.
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CAPITULO II - EXPRESSAO DE GENES RELACIONADOS AO RNAi NO
CAMARAO BRANCO Litopenaeus vannamei INFECTADOS
EXPERIMENTALMENTE COM O VIRUS DA MIONECROSE INFECCIOSA
(IMNYV)

Os resultados deste capitulo foram submetidos ao peridodico Aquaculture Research.

1. INTRODUCAO

A infec¢do causada pelo IMNV ainda vem trazendo constantes prejuizos a
carcinicultura nas regides onde ocorre, o que pode ser resultado de uma ineficacia
natural do sistema imunologico do camardo frente a esta infeccdo viral. Em L.
vannamei, o mecanismo de RNAi tém sido caracterizado como uma potente defesa
contra viroses, que ainda trazem sérios prejuizos a atividade carcinicultura no mundo
(Escobedo-Bonilla, 2011). O RNAi ¢ um mecanismo de silenciamento génico especifico
amplamente conservado entre todos os eucariotos superiores estudados e ¢ ativado
naturalmente por moléculas de dsSRNA de origem enddgena ou exdgena. Este fendmeno
tém sido atribuido a varios processos biologicos envolvendo a supressao da atividade de
transposons (Aravin et al. 2007), regulacdo génica (Denli & Hannon, 2003),
remodelagem da heterocromatina (Riddle & Elgin, 2008) e a atividade imune antiviral
(Li & Ding, 2005). Moléculas de duplas fitas de RNA (dsRNA) geradas durante o
processo de replicagao viral funcionam como um padrao molecular de reconhecimento
do sistema de defesa antiviral da maioria dos organismos. Essas dsRNA podem ser
produzidas naturalmente tanto por virus de RNA como também por virus de DNA
(Weber et al. 2003).

Em camardes, longas moléculas de dsRNA podem ser internalizadas para o
citoplasma através de canais proteicos de transmembrana denominados SID-1 e
sinalizar para a ativacdo do RNAi. No citoplasma, essas longas moléculas de dsRNA
sdo processadas em pequenos dsRNAs de 20-23 nt a partir de reacdes catalisadas pela
enzima DICER-2, uma endonuclease do tipo RNAse III dsRNA-especifico. Estes
pequenos dsRNAs (siRNAs) sdo carregados para um complexo de silenciamento

multiprotéico (RNA-induced silencing complex, RISC), onde uma de suas fitas ¢
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degradada e a remanescente (siRNA guia) forma novamente uma dsRNA com o0 mRNA
viral por complementaridade de bases. O RISC contém uma proteina membro da familia
Argonauta, ARGONAUTA 2, que forma um nucleo catalitico com outras proteinas
relacionadas e guia a degradagdo especifica do mRNA alvo ou bloqueio do processo de
traducdo (Labreuche et al. 2010).

A inducdo do mecanismo de RNAi por dsRNA-especificas sintéticas tem sido
amplamente considerada como uma potencial ferramenta biotecnoldgica para a combate
e controle da replicagdo dos virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV), virus da
Sindrome da Taura (TSV), virus da Cabega Amarela (YHV) e virus da Mionecrose
Infecciosa (IMNV) em camardes cultivados quando estimulados por injegdo
intramuscular ou administragdo oral de longas moléculas sequéncia-especifica de
dsRNA (Robalino et al, 2005, Saksmerprome et al, 2009, Loy et al. 2012). Contudo,
pouco se conhece acerca das interagdes hospedeiro-virus que levam a vulnerabilidade
natural do mecanismo de RNAi em camardes quando infectados por alguns agentes
virais nos tanques de cultivo. Neste sentido, este estudo teve como objetivo investigar o
padrao de transcri¢do dos principais genes conhecidos do mecanismo de RNAi em
camardes infectados experimentalmente. Especificamente, o presente trabalho teve
como objetivo a preparagdo de um indculo de IMNV e sua utilizagdo para investigar as
possiveis implicagdes da infeccdo sobre a transcricdo dos genes Sid-1, Dicer-2 ¢

Argonauta-2 em camardes L. vannamei.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Preparacgdo do Inéculo do IMNV

Para a producao do inéculo do IMNV foram capturados 47 camardes com 9 g
(£1) oriundos de regides com relatos de surto da Mionecrose Infecciosa no Nordeste
brasileiro. Esses animais foram congelados e encaminhados ao Centro de Estudos e
Diagnostico de Enfermidade de Organismos Aquaticos (CEDECAM-UFC). Os
camardes foram entdo diagnosticados por RT-PCR convencional para a selecdo de
animais infectados com o IMNV utilizando-se protocolo descrito por Senapin et al.
(2007). Em adicional, diagnosticos por PCR para o WSSV (Nunan & Lightner, 2011) e

[HHNYV (OIE, 2012), também foram realizados a fim de selecionar camardes infectados
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apenas com o IMNV (dados nao demonstrados).

O ino6culo do IMNYV foi preparado a partir do musculo abdominal de camardes
diagnosticados como positivo apenas para a Mionecrose Infecciosa. As amostras foram
homogeneizadas em tampao salino gelado (NaCl 330 mM, Tris 10 mM, pH 7,4) (1:10
p/v) e posteriormente centrifugadas a 4.000 g/30 min/4°C. O sobrenadante foi
recuperado e novamente centrifugado a 8.000 g/30 min/4°C. O extrato viral obtido foi
filtrado em membranas de 0,45 um e 0,22 um, respectivamente, ¢ depois armazenados a
-80°C (Adaptado de Prior ef al. 2003). Apds a quantificagdo do ntimero de copias do
IMNV por RT-qPCR, o extrato viral foi diluido 10™', 10? ¢ 10 para os ensaios de

infec¢do experimental sob condigdes controladas.

2.2. Bioensaio de Desafio Viral

Oitenta juvenis de L. vannamei com 8g (£1) foram adquiridos de fazendas de
cultivo e diagnosticos por PCR convencional como livres dos virus IHHN (OIE, 2012) e
WSS (Nunan & Lightner, 2011). Todos os camardes foram previamente diagnosticados
por RT-PCR (Senapin et al. 2007) como portadores assintomaticos do IMNV (dados nao
demonstrados). Esses animais foram entdo aclimatados durante 30 dias em 6 tanques de
500 1 interligados a um filtro biolégico com circulagdo continua de agua.
Posteriormente, os animais foram acondicionados individualmente em tanques plasticos
de 5,5 1 com aeragdo constante e renovagdo da agua de 50 % ao dia. Os parametros
fisico-quimicos da agua foram mantidos em salinidade 30, 28°C, pH 7,2, OD 5,5 mg/l e
condig¢des naturais de fotoperiodo para a regido nordeste do Brasil (12 horas de luz e 12
horas de escuro). Durante todo o ensaio, os camardes foram alimentados 2 vezes ao dia
com uma ragdo comercial contento 35% de proteina bruta (PB) em uma quantidade
equivalente a 3,5% do peso corporal. Cada camardo foi injetado intramuscularmente
com 100 pl do indculo IMNV em diferentes dilui¢des (107", 10 ou 10”) ou com
solucdo salina (NaCl 330 mM, Tris 10 mM, pH 7,4). Os camardes foram distribuidos
em quatro grupos: I) Injecdo com indculo IMNV (10™), IT) Injecio com inéculo IMNV
(10%), I1I) Injecdo com indculo IMNV (107) e, IV) Inje¢do com solugdo salina (grupo
controle). Para as analises moleculares por RT-qPCR, os animais tiveram a hemolinfa
coletada (~150 pl), sendo as amostragens realizadas no 2° dia antes da injecdo e no 3° e
7° dia pos-injecdo. Os camardes foram observados duas vezes ao dia para o registro da

mortalidade e aparecimento de sinais clinicos caracteristicos da IMN.
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2.3. Extracdo do RNA e Sintese do cDNA

O RNA total foi extraido de hemocitos isolados do plasma por centrifugagdo a
1.200 g/10 min/4 °C, utilizando o reagente Trizol® (Invitrogen®), de acordo com as
instrugdes do fabricante. No caso do inoculo viral, 100 ul do extrato foi adicionado
diretamente ao Trizol® (Invitrogen®). O RNA total extraido foi tratado com DNAse I
por incubagdo a 37°C por 30 min e teve sua concentracdo determinada por quantificacao
fluorimétrica usando o kit Qubit™guantification assay (Invitrogen®™) para RNA. Antes
da sintese do cDNA, o RNA extraido foi aquecido a 100°C por 5 minutos para
desnaturar as dsRNAs e, posteriormente, resfriado em gelo. O cDNA foi sintetizado
com o High Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies®™) em um
volume de 20 pl de reacao final contendo 2 ul de RT Buffer (10x%), 0,8 ul de dNTPs mix
(25%), 2 ul de RT random primers (10%), 1 ul de MultiScribe™ Reverse Transcriptase
(50 U) e 1ug de RNA total diluido em 4gua ultra pura (Invitrogen®™). As amostras foram
incubadas em termociclador a 25°C/10 min, seguidos de 37°C/120 min e 85°C/5 min. O

cDNA foi armazenado a -20°C até a sua utilizacao para as analises por RT-qPCR.

2.4. Quantificacio Absoluta do IMNV por RT-qPCR

Para a quantificagao do numero de copias do IMNV foi utilizada a metodologia
e primers descritos por Feijo et al. (2013) (Capitulo I). As reagdes de RT-qPCR para a
quantificagdo da carga viral foram realizadas em 10 pl de volume final e contiveram 5
ul de Platinum Quantitative PCR SuperMix-UDG (Invitrogen®), 0,3 pl (10 pM) de cada
primer [IMNV (RT-qPCR) Forward: 5'- ATGGACGCAATCACAAAGTTGT-3' e IMNV
(RT-gPCR) Reverse: 5'- TGGAACGGGCATTCATAAAAC-3', 0,15 pl (10 uM) da
sonda de hidrolise (IMNV): FAM-TGCACGAAAGTCG-TAMRA, 0,2 ul (50x) do
corante de referéncia Rox, 1 ul (10-25 ng) de cDNA e 3,05 ul de 4gua ultrapura
(Invitrogen™). Um controle negativo (contendo todos os reagentes, exceto o0 cDNA alvo)
e uma série de dilui¢des (10x) do controle positivo pTOPO-IMNV equivalente a 10,
107, 106, 10°, 104, 10° , 10° copias do IMNV foram adicionados a cada corrida da RT-
qPCR. O controle positivo pTOPO-IMNV consistiu de uma construgdo genética
resultante da ligagdo de um fragmento de 908 bp do IMNV (N° de acesso no GenBank:
AY570982, nt 4274-5181) a0 pCR® 2.1-TOPO vector (Invitrogen®).

Para a quantificagdo do niimero de copias do IMNV foi empregada a plataforma
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7500 Real-time PCR system (Applied Biosystems®™). As condi¢des de amplificagdes
seguiram os seguintes passos: incubacdo a 50°C por 2 min, seguido da ativacdo da
Platinum®Tag DNA polymerase a 95°C por 2 min, e 40 ciclos de 15s a 95°C e 30s a
60°C. Os dados foram coletados durante a etapa de extensao final (60°C). O niimero de
copias virais de cada amostra foi determinado de acordo com o sofiware SDS 1.3.1
(Applied Biosystems™). Todas as amostras foram testadas em duplicata e somente

consideradas positivas quando da amplificacao valida de ambas as réplicas.
2.5. Expressdao de Genes relacionados ao RNAi

As RT-qPCRs quantitativas dos genes Sid-1, Dicer-2, Argonauta-2, p-actina e
Efla foram realizadas com o reagente Platinum™ SYBR® Green gPCR SuperMix - UDG
(Invitrogen®), utilizando a plataforma ABI 7500 Real Time Systems (Applied
Biosystems®™). Apos validagio com o software DataAssist v3.0 (Applied Biosystems®),
a média entre a expressao dos genes da f-actina e Eflo foram utilizadas como
referéncia para a normaliza¢dao da expressao dos genes alvo. Os primers utilizados para

a amplificacdo dos genes investigados estdo descritos na tabela 3.

Tabela 3 - Primers utilizados para a analise da expressao de genes relacionados ao
RNAi em camardes L. vannamei infectados experimentalmente com o IMNV.

Gene
Primer Forward (5°-3’) Primer Reverse (5°-3°)
(GeneBank)
Sid-1
GAAGCGATTGGCAGTCTATGAAC TGGAAGCCTATCTCTGCAACTTG
(HM234688)
Dicer-2
AGGAAATGCAATGTCGTGGTT ACGAGCCCTCCCCCTAGATT
(HQ541163)
Argonaute-2
GATGGCATGAAGTCTGCAGTTG TGCGCACGACCATCACTAAG
(HM234690)
Efia
CCACCCTGGCCAGATTCA GCGAACTTGCAGGCAATGT
(DQ858921)
P-actina
GACCGAGGCTCCCCTTCAA TCTCGAACATGATCTGTGTCAT
(AF300705)

A eficiéncia de amplificacao de todos os primers foi determinada de acordo com

Pfaffl et al. (2002) e a especificidade das amplificagdes verificadas a partir da analise
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das curvas de melting. As reacdes de RT-qPCR foram feitas em um volume final de 10
ul contendo 5 pl do Platinum®™ SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen®), 0,3
ul (10 uM) de cada primer, 0,2 pul (50%) do corante de referéncia Rox, 1 ul (5-20 ng) de
cDNA e 3,2 pl de 4gua ultra pura (Invitrogen®). As condi¢des de termociclagem
utilizadas foram 50°C/2 min, 95 °C/2 min, seguido de 40 ciclos de 95°C/15s e
60°C/30s. As reagdes de RT-qPCR foram realizadas em duplicatas e somente
consideradas validas quando a média dos Cq das réplicas apresentava um desvio de até
0,3. Os valores de Cq médios obtidos foram normalizados e convertidos para a forma

linear pelo método 2% (Livak & Schmittgen, 2001).

2.6. Andlise Estatistica

Diferencgas das curvas de sobrevivéncia entre os tratamentos foram analisadas
pelo método Gehan-Breslow Wilcoxon test (Gehan, 1965, Breslow, 1970). Uma andlise
de variancia em duas vias (Two-way Analysis of Variance, ANOVA) foi utilizada para a
analise das diferencas da carga viral e expressao do mRNA entre os tratamentos € o
grupo controle (solugdo salina). As analises estatisticas foram realizadas com o software

GraphPad Prism 3.00 for Windows (GraphPad Software®).

3. RESULTADOS
3.1. Percentual de Sobrevivéncia dos Camarées Desafiados

Os percentuais de sobrevivéncias dos camardes desafiados estdo apresentados na
figura 2. Todos os camardes injetados com o inéculo IMNV (10™") morreram até o 8° dia
pos-injecdo (dpi), enquanto os injetados com os indculos IMNV (107%) e (107)
morreram até o 11° e 12° dpi, respectivamente. A curva de sobrevivéncia do grupo
injetado com o indéculo (107) diferiu significativamente (P<0,0001) dos grupos
injetados com os in6culos IMNV (10%) e (107). Néo foi verificada diferenca
significativa entre as curvas referentes aos grupos injetados com os indéculos IMNV (10
) e (10™) (P=0,9460). Nenhuma mortalidade foi observada no grupo controle ao longo
dos 12 dias de experimento. Opacidade muscular com aspecto leitoso no abdoémen distal

e na cauda foi observada a partir do terceiro dia apds a injecdo com os inéculos IMNV
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(107, (10?) e (107). Nenhum sinal clinico macroscopico foi encontrado nos camardes

pertencentes ao grupo controle (solugdo salina) ao longo de todo o experimento.

Inéculo IMNV (107
Indculo IMNV (102)
Inéeulo IMNV (10°%)
Solugao salina

Sobrevivéncia (%)

0 ¥ ) I ) I )

1 I 1
01 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12
Dias pés-inje¢ao

Figura 2 - Percentual de sobrevivéncia dos camardes L. vannamei injetados com o
in6culo IMNV (107, 107 ou 10) ou solugio salina (grupo controle) durante o periodo
de 12 dias pos-injecao.

3.2. Quantificacdo da Carga Viral por RT-qPCR

A curva padrao gerada a partir da série de dilui¢cdes do plasmideo pTOPO-IMNV
apresentou uma forte relacdo linear [1°=0,9967; y=(-3,169+0,05233)x + (39,61+0,2818)]
(Figura 3) e foi empregada para a estimativa do nimero de cépias do IMNV por RT-

qPCR.
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Figura 3 - Curva padrao do IMNYV utilizada para a quantificacdo da carga viral por RT-
gPCR em camardes L. vannamei injetados com o in6culo IMNV (107", 10 ou 10™) ou
solucao salina.

O inoculo do IMNV produzido teve a média do ntiimero de copias virais
estimado em 1,02 x 10® copias/100 pl, o que resultou na determinagdo de 1,02 x 10’
copias/100 pul, 1,02 x 10° copias/100 ul e 1,02 x 10° copias/100 pl para as dilui¢des 107,
107 ¢ 107 utilizadas neste estudo, respectivamente. A carga viral do IMNV detectada
dois dias antes da inje¢ao foi bastante homogénea (P>0,05) para todos os camardes
pertencentes aos quatro grupos estudados, no qual resultou num valor médio de 8,09 x
10° copias. No terceiro dia apos a injecdo intramuscular, apenas o grupo injetado com o
in6culo IMNV (10™) apresentou um aumento significante (P<0,001) para o numero de
copias virais alcan¢ando o valor médio de 3,01 x 10°. No 7° dpi houve um aumento do
namero de copias do IMNV para os grupos injetados com os indculos IMNV (107, (107
%) e (107 (P<0,001), com valores médios de 5,08 x 10°, 2,73 x 10° e 6,20 x 10*,
respectivamente. Por outro lado, ndo foi detectado aumento no numero de copias do
IMNV nos camardes injetados com a solu¢do salina ao longo de todo o ensaio

experimental (P>0,05) (Figura 4).
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Figura 4 - Nimero médio de copias do IMNV no 2° dia pré-inje¢ao e no 3° e 7° dia
pos-injecdo do indculo IMNV [(107)), (107) ou (10™)] ou solugdo salina em camardes L.
vannamei. As barras verticais representam a médiaxSD (n = 12). As diferencas
estatisticas entre os grupos de camardes injetados com o inéculo IMNV [(10™), (107%) ou
(107)] e o grupo injetado com solucdo salina estio representadas com um asterisco (*)
(P<0,001).
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3.3. Analise da Expressdo dos Genes relacionados ao RNAi

3.3.1. Expressdo do gene Sid-1

Os niveis dos transcritos do Sid-/ estavam aumentados em todos os grupos que
receberam a injecdo com os inoculos IMNV [(107)), (10™) ou (107)]. Contudo, os niveis
mais elevados dos transcritos foram detectados no 3° dia pds-inje¢do com o inoculo
IMNV (10), que estavam induzidos cerca de 2,9 vezes (P<0,001), quando comparados
com os camardes que receberam a injecdo com solugdo salina. No 7° dia pos-injecao
com o indéculo IMNV (107), os niveis dos transcritos estavam aumentados cerca de 2,2
vezes (P<0,001). Para os camardes injetados com o indculo IMNV (10?), a expressdo
do mRNA do Sid-1 estava aumentada cerca de 1,7 vezes (P<0,001) e 2,1 vezes
(P<0,0001) no 3° e 7° dia pds-injegao, respectivamente. Os camardes injetados com o
in6culo IMNV (10™") apresentaram niveis de expressio do mRNA do Sid-/ aumentados
cerca de 1,6 vezes (P<0,05) no 3° dia pos-inje¢do e de 1,8 vezes (P<0,001) no 7° dia
pos-injecao quando comparados a expressao detectada nos camardes do grupo controle.
Nenhuma diferenca significativa foi detectada nos niveis dos transcritos do Sid-1 dos
camardes pertencentes ao grupo controle ao longo de todo experimento (P>0,05)

(Figura 5).
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Figura 5 - Abundancia de transcritos do Sid-1 no 2° dia pré-inje¢ao e no 3° e 7° dia
pos-injecio com o indculo IMNV [(107), (10?) ou (107)] ou solucdo salina em
camardes L. vannamei. As barras verticais representam a médiaxSD (n = 12). As
diferengas estatisticas entre os grupos de camardes injetados com o indculo IMNV [(10°
b, (10?) ou (10%)] e o grupo injetado com solugdo salina estio representadas um
asterisco (*) (P<0,05).
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3.3.2. Expressdo do gene Dicer-2

Os niveis de expressao do mRNA do Dicer-2 detectados nos hemocitos dos
camardes investigados foram aumentados no 3° e 7° dia pods-injecdo com os indculos
IMNV (107, (10%) e (10™) (P<0,001). No 3° ¢ 7° dia pos-inje¢do com o inéculo IMNV
(10'1), os niveis dos transcritos do Dicer-2 estavam aumentados cerca de 3,0 € 2,5 vezes,
respectivamente, quando comparado aos niveis detectados nos camardes constituintes
do grupo controle (P<0,001). Os camardes injetados com o indéculo IMNV (107)
estavam com os niveis dos transcritos do Dicer-2 aumentados cerca de 2,4 € 2,0 vezes
no 3° e 7° dia pos-injecao, respectivamente (P<0,001). A injecdo com o indéculo IMNV
(107) resultou num aumento da expressdo do mRNA do Dicer-2 em cerca de 1,8 vezes
(P<0,001) e 2,3 vezes (P<0,001) no 3° e 7° dia pos-injecdo. Nenhuma diferenca
significativa nos niveis de expressdo dos transcritos do Dicer-2 foi detectada nos

hemocitos dos camardes pertencentes ao grupo controle ao longo do experimento

(P>0,05) (Figura 6).
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Figura 6 - Abundancia de transcritos do Dicer-2 no 2° dia pré-injecao e no 3° e 7° dia
pos-injecdo com o indculo IMNV [(10™), (10?) ou (107)] ou solugdo salina em
camardes L. vannamei. As barras verticais representam a médiaxSD (n = 12). As
diferencas estatisticas entre os grupos de camardes injetados com o indculo IMNV [(10

1, (10) ou (10™)] e o grupo injetado com solugio salina estdo representada com um
asterisco (*) (P <0,001).
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3.3.3. Expressdo do gene Argonauta-2

Para os camardes injetados com o in6éculo IMNV (10", os transcritos do
Argonauta-2 estavam aumentados cerca de 2,7 vezes (P<0,001) e 3,3 vezes (P<0,001)
no 3° e 7° dia pos-injecao, respectivamente. O camardes injetados com o indculo IMNV
(107%) se mantiveram com niveis de expressio do mRNA do Argonauta-2 em cerca de 3
vezes (P<0,001) mais elevados do que os camardes pertencentes ao grupo controle para
0 3° e 7° dia pés-injecdo. O nivel mais elevado para a expressdo dos transcritos do
Argonauta-2 foi detectado no 3° dia pos-injecio com o inéculo IMNV (107), onde foi
verificada uma inducao de cerca de 5,1 vezes (P<0,001). No sétimo dia pds-injegao com
o inéculo IMNV (107) a expressdo do mRNA do Argonauta-2 estava cerca de 3,0 vezes
(P<0,001) mais elevada do que os camardes pertencentes ao grupo controle. Nao foi
detectado nenhum aumento significativo dos niveis dos transcritos do Argonauta-2 nos

camardes pertencentes ao grupo controle ao longo do experimento (P>0,05) (Figura 7).
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Figura 7 - Abundancia de transcritos do Argonauta-2 no 2° dia pré-injecao e no 3° e 7°
dia pos-inje¢do com o indculo IMNV [(10™), (107%) ou (107)] ou solugdo salina em
camardes L. vannamei. As barras verticais representam a médiaxSD (n = 12). As
diferengas estatisticas entre os grupos de camardes injetados com o indculo IMNV [(10

1, (10?) ou (10™)] e o grupo injetado com solugdo salina estdo representadas com um
asterisco (*) (P <0,001).
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4. DISCUSSAO

Neste estudo, foram utilizadas diferentes concentracdes do inéculo do IMNV a
fim de investigar o padrao de expressdao dos genes Sid-1, Dicer-2 e Argonauta-2 em
camardes L. vannamei infectados experimentalmente. Em virtude da inexisténcia de
linhagens celulares estaveis para o estudo in vitro de camardes, a utilizacdo de indculos
virais em bioensaios in vivo ainda permanece como uma importante ferramenta para a
investigacao da susceptibilidade e das respostas moleculares as infecgdes virais.

O alto nivel de expressdo dos transcritos do Sid-/ detectados no 3° e 7° dia pos-
injecdo com diferentes concentracdes dos indculos do IMNV sugere a detec¢dao e
internalizacao celular de moléculas de dsRNA produzidas durante o curso da infecg¢ao
pelo IMNV. Labreuche et al. (2010) comprovaram o papel da SID-1 como um canal de
captagdo de dsRNA em camardes a partir da injecdo de longas moléculas de dsRNA na
cavidade corporal e da consequente detec¢do do aumento dos niveis do mRNA do Sid-1,
demonstrando que moléculas de dsRNA induzem a ativagdo transcricional deste gene.
Moléculas de dsRNA ndo sdao normalmente liberadas por células ndo infectadas.
Entretanto, ap6s uma infec¢do viral, dsSRNAs especificas sdo produzidas durante o
processo de replicagdo do virus e, apos a morte ou lise celular, liberadas para o meio
extracelular. As moléculas de dsSRNA podem ainda serem absorvidas e processadas via
RNAIi por células ndo infectadas como um medida de protecdo contra uma infec¢ao
subsequente (Saleh er al. 2009). Consequentemente, no grupo de camardes injetados
com solucdo salina (grupo controle), a manutencdo de baixos niveis de expressao do
mRNA do Sid-1 detectados ao longo do experimento pode significar a auséncia ou baixa
taxa de replicagdo do IMNV nestes camardes. A veracidade desta hipotese pode ser
reforcada pela observagio da manutencio da carga viral em torno de 2,55 x 10° copias
do IMNYV nestes camardes ao longo dos 9 dias de observagado experimental (Figura 3).

A carga viral em tecidos de camardes infectados representa um dos fatores mais
importantes na progressdo e transmissdo de doencas. Atualmente, alguns estudos
utilizando o método quantitativo de PCR em Tempo Real t€ém demonstrado um
requerimento minimo do nimero de copias virais para o desencadeamento do surto de
uma doenca. Nestes estudos, os autores ressaltam ainda que o conhecimento da carga
viral em diferentes estagios da infeccao tem permitido a tomada de medidas eficazes em
tanques comerciais de cultivo, a exemplo de surtos causados pelo WSSV (Dhar et al.

2001, Durand & Lightner, 2002, Durand et al. 2003). Neste sentido, nossos resultados
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sugerem que o nimero médio de 2,55 x 10° copias do IMNV detectados em tecido
hemocitico pode ser considerado seguro para os sistemas de cultivos de L. vannamei
infectados com o IMNV quando submetidos a condig¢des otimas de cultivo, de modo a
permitir a sobrevivéncia dos camardes e o sucesso dos ciclos de producdo. Em
adicional, a utilizagdo dos niveis dos transcritos do Sid-/ como marcador molecular da
replicagdo viral poderd vir a constituir-se em mais um parametro imunoldgico a ser
empregado para a avaliagdo do status sanitario no cultivo do L. vannamei.

A indugdo do gene Dicer-2 detectada no 3° e 7° dia pos-injecdo em todas as
concentragdes do indculo testadas sugere o requerimento da enzima DICER-2 para o
corte de longas moléculas de dsRNA virais em pequenos RNAs de cadeia dupla (Virus-
derived small interfering RNAs, vsiRNAs). Além do papel na ativacdo do RNAIi, a
indugdo do Dicer-2 por dsRNA pode também estar envolvida com a ativagao de um
resposta imune antiviral inespecifica, (Kim et al. 2005, Labreuche et al. 2010).
Consequentemente, os altos niveis de expressdo do Argonauta-2 no 3° e 7° dia pos-
injecdo em todas as concentracdes do indculo testadas indica o requerimento da enzima
ARGONAUTA-2 pela presenga de vsiRNAs oriundos do processamento de longas
moléculas de dsRNA virais pela DICER-2 no citoplasma. Contudo, apesar do processo
de transcri¢do do Sid-1, Dicer-2 e Argonauta-2 terem se mostrado ativados frente a
infeccdo pelo IMNV, nenhum efeito do silenciamento viral foi verificado nestes
camardes (Figura 3).

A ineficacia natural do mecanismo de RNAI frente a uma infecgao viral tem sido
claramente atribuida a ocorréncia de supressores do RNAi, onde as viroses tem evoluido
para o desenvolvimento de uma ampla gama de mecanismos utilizados contra a defesa
imune antiviral do hospedeiro, o que denota mais um exemplo da continua corrida
armamentista evoluciondria entre patogenos e hospedeiros (Li et al. 2002, Imler &
Hoffmann, 2012). Varias proteinas codificadas por genes virais tém sido associadas a
essa resposta anti-RNAi, podendo atuar tanto a nivel pos-transcricional, pela ligagao
direta a proteinas componentes do RNAi, como a nivel transcricional, pela regulacao da
expressao génica do hospedeiro (Dong ef al. 2003, Voinnet, 2005, Trinks et al. 2005).
Estes supressores virais do silenciamento do RNA (Viral suppressors of RNA silencing -
VSRs) tém sido detectados em quase todos os genomas virais. Entretanto, essas
proteinas possuem uma ampla diversidade estrutural sem quaisquer similaridades entre
as sequéncias, o que tem dificultado sensivelmente a sua identificacdo. Essa diversidade

entre os VSRs indicam que essas proteinas provavelmente evoluiram
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independentemente em diferentes grupos de virus, o que pode ter resultado em distintos
modos de atuag@o no bloqueio do mecanismo de RNAi do hospedeiro (Burgyan, 2008).

Os conjunto de resultados aqui apresentados demonstra claramente que a
transcricdo dos principais genes chaves do mecanismo de RNAi do L.vannamei nao foi
afetada pela infeccdo causada pelo IMNV quando da injecdo de diferentes
concentragdes do inoculo viral, sendo bastante provavel, que a estratégia de supressao
utilizada pelo IMNV seja realizada a nivel pos-transcricional. Loy et al. (2013)
demonstraram que a injecdo de dsRNA sintéticas homodlogas a uma regidao do ORF1 do
IMNV que codifica para uma proteina que contém um dominio de ligacdo a dsSRNA
(dsRNA-binding motifs, dsSRBM) foi bem mais eficaz na inibi¢do da replicagdo do
IMNYV quando comparada a dsRNA homologa a outras regides do genoma do virus. Os
autores sugeriram ainda que essa proteina denominada como “Proteina 1” poderia estar
envolvida com a supressdo do maquinario RNAi do hospedeiro.

Virias questdes acerca do mecanismo de RNAi em camardes ainda permanecem
sem respostas. Em primeiro lugar, pouco se conhece sobre o modo de regulagdo dos
genes componentes do RNAI, especialmente no tocante a participacao de fatores de
transcri¢do responsivos a infecg¢des virais, bem como da existéncia e modo de agdo de
outros participantes deste mecanismo antiviral. Por outro lado, ainda ¢ bastante
discutido o envolvimento dos componentes da resposta antiviral especifica (RNAi) na
ativacdo de uma resposta antiviral inespecifica em camardes L. vannamei. Em
adicional, a identificacdo de proteinas supressoras do silenciamento do RNAi (VSRs)
em camardes se torna vital, especialmente porque varias destas proteinas sdo
frequentemente associadas a patogenicidade da infecc¢ao viral, de modo a incrementar

conhecimentos a relagao ainda pouco explorada “patdégeno-hospedeiro”.
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CAPITULO III - CARACTERIZACAO TEMPORAL DA INIBICAO DA
REPLICACAO DO VIRUS DA MIONECROSE INFECCIOSA (IMNV) PELA
INDUCAO DO MECANISMO DE RNA DE INTERFERENCIA DO CAMARAO

Litopenaeus vannamei

Os resultados deste capitulo foram submetidos ao periddico Diseases of Aquatic

Organisms

1. INTRODUCAO

O IMNV possui um genoma composto de uma unica molécula de dsRNA com
7.560 pb e provavelmente possui um capsideo com quatro polipeptidios de peso
molecular 24, 42, 106 e 149 kDa. O sequenciamento do genoma viral indicou a
presenca de dois ORF’s (open reading frame). O ORF da extremidade 5’ (ORF 1, nt
136-4.953) codifica para as proteinas do capsideo e de ligacdo a dSRNA (RNA-binding
protein), enquanto que o ORF da extremidade 3’ (ORF 2, nt 5.241-7.451) contém genes
para a codificacdo da RNA polimerase RNA-dependente (RdRp) (Poulos et al., 2006).
De acordo com Nibert (2007), o genoma do IMNV ainda inclui duas sequéncias ‘2A-
like motifs’ que, provavelmente, estdo envolvidas na clivagem de um grupo poliprotéico
na regido N terminal do ORF 1 do virus.

A incidéncia de doengas infecciosas, especialmente as de etiologia viral, ainda
tem implicado em significativas perdas econdmicas ao setor aquicola no mundo, sendo
considerada como o mais importante desafio enfrentado pela industria do camardo. Em
L. vannamei, o mecanismo de RNAIi foi atribuido ao seu sistema imune antiviral
especifico e a sua indugao por moléculas de dsRNA sintética sequéncia-especificas tem
sido amplamente cogitada como uma ferramenta biotecnoldgica a ser empregada no
combate e controle de enfermidades virais em camardes cultivados. Varias pesquisas
tem comprovado a efetividade e poténcia do RNAI na supressdo da expressdo de genes
virais tanto para a profilaxia como para a terapia de viroses em L. vannamei, a exemplo
de trabalhos relacionados ao WSSV (Robalino et al. 2005, Guertler et al. 2013), TSV
(Ongvarrasopone et al. 2011), YHV (Yodmuang et al. 2006, Tirasophon et al. 2005;
Tirasophon et al. 2007) e mais recentemente ao IMNV (Loy et al. 2013). Contudo,

apesar do seu rapido desenvolvimento, a tecnologia do RNAi ainda necessita ser
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refinada antes que qualquer aplicacdo clinica seja realizada em sistemas de cultivo de
camardes. Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo realizar uma
caracterizagdo temporal da inibicdo por RNAI da replicagao do IMNV a partir da anélise
da carga viral e da expressao de genes relacionados ao RNA1 por RT-qPCR ao longo de
34 dias de desafio com camardes L.vannamei infectados experimentalmente com 1,02 x

10° copias do IMNV.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Producgado de longas moléculas de dsRNA

Moléculas de dsRNA com homologia para distintas regides do genoma do
IMNYV (ORFla, nt 197-789; ORF1b, nt 4239-4839 ¢ ORF2, nt 5939-6536; N° de acesso
no GenBank: AY570982) (Figura 8) e para uma regido que codifica para uma
imunoglobulina do peixe Danio rerio (IGSF4D, nt 4568-5246; N° de acesso no
GenBank: ALL954312) foram sintetizadas a partir de fragmentos de PCR amplificados
por primers contendo a sequéncia do promotor do bacteriofago T7 na extremidade 5’
(Tabela 4). As moléculas de dsRNA-IGSF4D foram utilizadas nesta pesquisa como

dsRNA nido relacionado.

Genoma do IMNV

[ I T I I T T T | I ! [ I [ | |
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oS ot o] ——>  dSRNA IMNV (ORF2)

Figura 8 - Diagrama esquematico do genoma do IMNV (Adaptado de Nibert, 2007)
indicando as regides de homologia das moléculas de dSRNA IMNV (ORF1la), dsSRNA
IMNYV (ORF1b) e dsSRNA ORF2 utilizadas para o tratamento dos camardes L. vannamei
infectados experimentalmente.
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Tabela 4 - Sequéncias de primers utilizados para a amplificacdo dos produtos de PCR
utilizados na sintese das moléculas de dsRNA IMNV (ORFla), dsRNA IMNV
(ORF1b), dsSRNA IMNV (ORF2) ¢ dsSRNA-IGSF4D.

Gene (ID) Primer Forward (5°- 3°) Primer Reverse (5’- 3°) “Amplicon”
IMNV *TAATACGACTCACTATAGGGCCG | TAATACGACTCACTATAGGGA 593 ob
p
(ORF1la) GAGCTGACCACATTCCAAGC GGGCCTGCTGTTGTGGTACCA
IMNV TAATACGACTCACTATAGGGGCC | TAATACGACTCACTACTATAGGT 600 ob
p
(ORF1b) ATGGCCAATGCCAGAAGGAA GCCACATATTGCTGGGAACGGG
IMNV TAATACGACTGACTATAGGCTGA | TAATACCGATCACTATAGGGTGT 598 ob
(ORF2) | GTGACGCTTTGACGAAAAACCA CCAACCGCGTACTCCTGTC P
. . | TAATACGACTGACTATAGGGGTT | TAATACCGATCACTATAGGGAGG
Danio rerio 678 pb
(IGSF4D) TGTCTGTCCCTCGTGGT TGCAGGTTTTCCTTTT

*Sequéncia do Promotor T7 (negrito e itdlico).

Os produtos de PCR foram entdo concentrados por precipitagdo em dalcool
absoluto (Merck®) (1V) e acetato de sodio 3M (0,1V) e purificados com o Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega®), conforme recomendagdes do fabricante. A
transcrigdo in vitro das moléculas de dsRNA foi realizada com o 77 RiboMAX™
Express Large Scale RNA Production System (Promega™), de acordo com as seguintes
etapas de incubacao: 42°C/4 h; 70°C/10 min; seguida de uma reducao gradual da
temperatura (0,5°C/20s) até atingir 20°C. Posteriormente, as moléculas de dsRNA
foram tratadas com DNAse I (para a remo¢ao de dsDNA e ssDNA) e com RNAse A
(para a remocao de ssRNA, na presenga de 0,5 M de NaCl) por incubagado a 37°C por 30
min. Proteinas, nucleotideos livres e residuos de acidos nucléicos degradados ainda
presentes na reacdo de transcri¢do foram removidas com o Wizard® SV Minicolumns
(Promega®) utilizando tiocianato de guanidina 4M (0,01M Tris-HCI, pH 7,5) como
solucao denaturante. Apds a purificacao, as moléculas de dSRNA foram eluidas em 100
ul de TE salino (10 mM Tris-HCI, ImM EDTA, 10 mM NacCl, pH 7) e acondicionadas a

-80°C até a sua utilizagao.
2.2. Tratamento dos Camaroes com dsRNAs

Trezentos e sessenta camardes juvenis de L. vannamei com 8 g (£1) foram

coletados de um tanque de cultivo localizado no municipio de Eusébio (Ceard). Os
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camardes foram transportados para o Centro de Estudos e Diagndstico de Enfermidade
de Organismos Aquaticos (CEDECAM), onde foram aclimatados durante 30 dias em 6
tanques de 500 1 com renovacdo continua de 4gua (100% ao dia). Os parametros fisico-
quimicos da agua foram mantidos em salinidade 30, 28°C, pH 7,2, OD 5,5 mg/l e
condi¢cdes naturais de fotoperiodo para a regido nordeste do Brasil (12h de luz e 12h de
escuro). Apos a aclimatagdo, todos os camardes foram previamente diagnosticados
qualitativamente por PCR em Tempo Real (SYBR Green) como portadores
assintomaticos do IMNV. Porém, nenhuma reagao positiva para o WSSV ou IHHNYV foi
detectada para os camardes investigados (dados ndo demonstrados). Os animais foram
pesados e distribuidos individualmente em tanques plasticos de 5,5 | contendo aeracao
constante e renovacdo da agua de 50% ao dia. Para o experimento de desafio, os
camardes foram divididos em cinco grupos (72 camardes/grupo) e diagnosticados por
RT-gPCR para a determinagdo da carga viral inicial do IMNV de cada camardo. Os
grupos foram tratados de acordo com a seguinte descricdo: I) Injecdo intramuscular de
dsRNA IMNV (ORFla) (2ug/g de peso corporal); II) Injecao intramuscular de dsSRNA
IMNYV (ORF1b) (2ng/g de peso corporal); IIT) Injecao intramuscular de dSRNA IMNV
(ORF2) (2ug/g de peso corporal); IV) Injecdo intramuscular de dSRNA-IGSF4D (2ug/g
de peso corporal); e V) Injecao intramuscular de solucao salina (NaCl 330 mM, Tris 10
mM, pH 7,4). Dois dias apds a inje¢do das moléculas de dsRNA ou solucao salina,
todos os camardes foram injetados com um volume de 100 pl de inoculo viral contendo
aproximadamente 1,02 x 10° copias do IMNV (ver cap. II).

Ao longo do experimento, amostras de hemolinfa (~150 pl) foram coletadas
individualmente de 12 camardes/grupo randomicamente selecionados nos dias 0, 1, 3, 5,
8, 11, 15, 21 e 25 dias apods a injecdo do indculo viral. Apds a coleta da hemolinfa, os
camardes foram devolvidos aos seus respectivos tanques € ndo participaram da coleta
subsequente. Para a andlise histopatoldgica, foram amostrados 5 camardes/grupo no 11°
e 21° dia ap6s a injeg¢@o do indculo viral. Os camardes foram observados duas vezes ao
dia para o registro da mortalidade e aparecimento de sinais clinicos macroscopicos
caracteristicos da IMN. Durante os 34 dias de experimento, os camardes foram
alimentados 2 vezes ao dia com uma ra¢ao comercial contento 35% de PB em uma

quantidade equivalente a 3,5% do peso corporal.

2.3. Extracdo do RNA e Sintese do cDNA
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Os hemocitos de cada camardo coletado foram isolados do plasma por
centrifugacdo a 1.200 g/10 min/4°C e o RNA total extraido com o reagente Trizol
(Invitrogen™), de acordo com as instru¢des do fabricante. O RNA total extraido foi
tratado com DNAse I por incubacdao a 37°C por 30 min e teve sua concentracao
determinada por quantificacdo fluorimétrica usando o kit Qubit™quantification assay
(Invitrogen®) para RNA. Apods a quantificagdo, cada RNA foi padronizado para 100
ng/ul para a constituicao de 4 polls de 3 camardes por tempo de coleta. Antes da sintese
do cDNA, cada poll de RNA foi aquecido a 100°C por 5 minutos para desnaturar a
dsRNA e, posteriormente, resfriado em gelo. O cDNA foi sintetizado com o High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies™) em um volume de 20 pl
de reagdo final contendo 2 pl de RT Buffer (10x), 0,8 ul de dNTPs mix (25%), 2 ul de RT
random primers (10x), 1 ul de MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U) e 1ug de
RNA total. As amostras foram incubadas em termociclador a 25°C/10 min, seguidos de
37°C/120 min e 85°C/5 min. O cDNA foi armazenado a -20°C até a sua utiliza¢do para

as analises de quantificacao viral e de expressao génica por PCR em Tempo Real.
2.4. Quantificacio Absoluta do IMNV por RT-qPCR

Para quantificacao do nimero de copias do IMNV foram utilizados os primers e
sonda de hidrolise descritos por Andrade et al. (2007). As reacdes de RT-qPCR foram
realizadas em 10 pl de volume final e contiveram 5 pl de Platinum Quantitative PCR
SuperMix-UDG (Invitrogen®), 0,3 ul (10 pM) de cada primer IMNV412F (5'-
GGACCTATCATACATAGCGTTTGCA-3") e IMNV545R (5'-
AACCCATATCTATTGTCGCTGGAT-3"), 0,15 upl (10uM) da sonda de hidrolise
(IMNVpl) (5'-6FAM CCACCTTTACTTTCAATACTACATCATCCCCGG TAMRA-
3", 0,2 ul (50%) do corante de referéncia Rox, 1 ul (10-25 ng) de cDNA e 3,05 ul de
agua ultrapura (Invitrogen™). Um controle negativo (contendo todos os reagentes,
exceto o cDNA alvo) e uma série de diluicdes do controle positivo pTOPO-IMNV.1
equivalente a 108, 107, 106, 105, 104, 10° e 10° copias do IMNV foram adicionados a
cada corrida da RT-gPCR. O controle positivo pTOPO-IMNV.1 consistiu de uma
construcdo genética resultante da ligagdo de um amplicon de 593 pb do IMNV (N° de
acesso no GenBank: AY 570982, nt 197-789) ao pCR® 2.1-TOPO vector (Invitrogen®).

Para a quantificacdo do nimero de copias do IMNV foi empregada a plataforma

7500 Real-time PCR system (Applied Biosystems®). As condi¢es de ciclagem foram as
69



seguintes: incubacdo a 50°C por 2 min, seguido da ativagdo da Platinum™Tag DNA
polymerase a 95°C por 2 min, e 40 ciclos de 15s a 95°C e 30s a 60°C. Os dados foram
coletados durante a etapa de extensao final (60°C). O nimero de copias virais de cada
amostra foi determinado de acordo com o software SDS 1.3.1 (Applied Biosystems™).
Todas as amostras foram testadas em duplicata e somente consideradas positivas quando

da amplificagdo valida de ambas as réplicas.
2.5. Anadlise da Expressao Génica

As amplificagdes dos transcritos dos genes Sid-1, Dicer-2, Argonauta-2, f-actina
e Efla foram realizadas com o reagente Platinum SYBR® Green gPCR SuperMix - UDG
(Invitrogen™) utilizando a plataforma ABI 7500 Real Time Systems (Applied
Biosystems®™). A expressdo dos genes da S-actina e Efla foram validadas através do
software DataAssist v3.0 (Applied Biosystems) e empregadas como normalizadoras da
expressao dos genes alvo. Os primers utilizados para a analise da expressao dos genes

investigados estao descritos na tabela 5.

Tabela 5 - Sequéncias de primers utilizados para a andlise da expressao dos genes Sid-1,
Dicer-2 e Argonauta-2 por RT-qgPCR em camardes L. vannamei infectados
experimentalmente com o IMNV.

Gene (ID) Primer Forward (5°-3”) Primer Reverse (5°-3%)
Sid-1
GAAGCGATTGGCAGTCTATGAAC TGGAAGCCTATCTCTGCAACTTG
(HM234688)
Dicer-2
AGGAAATGCAATGTCGTGGTT ACGAGCCCTCCCCCTAGATT
(HQ541163)
Argonaute-2
GATGGCATGAAGTCTGCAGTTG TGCGCACGACCATCACTAAG
(HM234690)
Efia
CCACCCTGGCCAGATTCA GCGAACTTGCAGGCAATGT
(DQ858921)
[-actina
GACCGAGGCTCCCCTTCAA TCTCGAACATGATCTGTGTCAT
(AF300705)

A eficiéncia de amplificacdo de todos os primers foi determinada de acordo com
Pfaffl et al. (2002) e a especificidade das amplificagdes verificadas a partir da analise

das curvas de melting. As reagdes de RT-qPCR foram feitas em um volume final de 10
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ul contendo 5 pl do Platinum SYBR Green®™ gPCR SuperMix-UDG, 0,3 pl (10uM) de
cada primer, 0,2 pl (50x) do corante de referéncia Rox, 1 pul (5-20 ng) de cDNA e 3,2 ul
de 4gua ultra pura (Invitrogen®). As condi¢des de termociclagem utilizadas foram
50°C/2 min, 95°C/2 min, seguidos de 40 ciclos de 95°C/15s e 60°C/30s. As reacdes de
RT-gqPCR foram corridas em duplicatas e somente consideradas validas quando a média
do Cq das réplicas apresentavam um desvio de até 0,3. Os valores de Cq médios obtidos
foram normalizados e convertidos para a forma linear pelo método 2“Y (Livak &

Schmittgen, 2001).

2.6. Analises Histopatologicas

Os camardes amostrados de cada grupo foram injetados com solugdo de
Davidson's AFA (11,5% de acido acético, 22% de formalina e 33% de etanol) e imersos
na mesma solucao por 48 horas. Cortes histologicos transversais e longitudinais de 4 pm
foram obtidos e submetidos a coloracdo com hematoxilina—eosina (Bell & Lightner,
1988). Alteracdes histopatoldgicas caracteristica da IMN foram investigadas conforme

descrito por Lightner (2011).

2.7. Analise Estatistica

Um teste de Log-Rank baseado na estimativa da curva de sobrevivéncia Kaplan-
Meier foi utilizado para verificar diferencas nos niveis de sobrevivéncia entre os grupos
de camardes desafiados. Para a analise das diferengas do numero de copias do IMNV e
da expressao do mRNA dos genes relacionados ao RNA1 foi empregada uma analise de
variancia de uma via (One-way Analysis of Variance, ANOVA) com comparagdes
pareadas com o Tempo 0 de cada grupo. Os testes estatisticos foram realizados com o

software GraphPad Prism 3.00 for Windows (GraphPad Software, USA).

3. RESULTADOS

3.1. Indices de Sobrevivéncias dos Camarées Desafiados com o IMNV

Os resultados do experimento de exposicdo dos camardes ao IMNV estdo

demonstrados na figura 9. Dentre as moléculas de dsSRNA com homologia para o IMNYV,
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as dSRNA-IMNV (ORF1a) e dSRNA-IMNV (ORF1b) se mostraram efetivas na inibi¢ao
da mortalidade decorrente da infeccdo causada pelo IMNV ao longo dos 34 dias de
observagdao. Nenhuma diferenca estatistica foi verificada entre as curvas dos grupos
dsRNA-IMNV (ORFla) e dsRNA-IMNV (ORF1b) que resultaram em indices de
sobrevivéncias de 90% e 80%, respectivamente (P>0,05). Por outro lado, todos os
camardes injetados com as moléculas de dsSRNA-IMNV (ORF2), dsRNA-IGSF4D ou
solucdo salina morreram até o 17°, 19° e 20° dia pds inje¢do do indculo viral,
respectivamente. Nenhuma diferenca estatistica foi verificada entre as curvas de
sobrevivéncia dos grupos injetados com as dSRNA-IGSF4D, dsRNA-IMNV (ORF2) e
solucao salina (P>0,05).
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Figura 9 - Percentual de sobrevivéncia dos grupos de camardes L. vannamei injetados
intramuscularmente com moléculas de dsRNA-IMNV (ORFla), dsRNA-IMNV
(ORF1b), dsRNA-IMNV (ORF2), dsRNA-IGSF4D ou solucao salina ao longo de 30
dias apos a injecdo de 1,02 x 10° copias do IMNV.

3.2. Histopatologia

Nenhuma alteragdo histopatologica foi encontrada nos camardes que receberam
o tratamento com as dsRNA-IMNV (ORFla) (Figura 10A). Infiltragdes hemociticas
foram detectados no musculo dos camardes tratados com as dsRNA-IMNV (ORF1b)
apenas para a coleta do 21° dpi (Figura 10B). Nos camardes injetados com as dsRNA-
IMNV (ORF2), dsRNA-IGSF4D ou solucdo salina foram detectadas alteragdes
caracteristicas da IMN no 15° e 21° dpi, que incluiram infiltragdes hemociticas,
necroses de coagulacdo, necrose de liquefacdo, e hipertrofia do 6rgdo linféide com a

presenca de esferoides. (Figura 10C, D, E e F).
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Figura 10 - Fotomicrografia de cortes histologicos corados com H&E referentes a
camardes injetados com as dsRNA IMNV-ORFla (A); dsSRNA IMNV-ORF1b (B); e
dsRNA IMNV-ORF2, dsRNA-IGSF4D ou solugdo salina (C, D, E e F): A) Tecido
muscular normal; B) Infiltragdo hemocitica focal no tecido muscular; C) Necrose
muscular de coagulagdo acompanhada de infiltracio hemocitica; D) Necroses de
coagulagdo e de liquefacdo com substituicao do tecido muscular por tecido fibroso; E)
Necrose muscular de liquefacao; e F) Esferdides do 6rgdo linféide. Barra de escala: 100
pum.
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3.3. Quantificagdo do genoma do IMNV por RT-qPCR

A curva padrao de quantificacdo do IMNV por RT-qPCR construida a partir de
uma série de diluicdes do plasmideo pTOPO-IMNV.1 apresentou um uma forte relacao

linear (Figura 11).
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Figura 11 - Curva padrao utilizada na determinacdo do nimero médio de copias do
IMNV por RT-qPCR em camardes L. vannamei injetados intramuscularmente com
moléculas de dsRNA-IMNV (ORFla), dsRNA-IMNV (ORF1b), dsRNA-IMNV
(ORF2), dsRNA-IGSF4D ou solugdo salina ao longo de 30 dias ap6s a inje¢do de 1,02 x
10° copias do IMNV.

Nenhuma diferenca foi verificada entre o numero de copias do IMNV detectado
nos grupos de camardes 2 dias antes da injecao das dsSRNA-IMNV (ORF1a), dsRNA-
IMNV (ORF1b), dsRNA-IMNV (ORF2), dsRNA-IGSF4D e solugdo salina (p>0,05)
(Figura 12), que apresentaram um nimero médio inicial de 1,41 x 10* copias do
IMNV/ug de RNA. Apos 2 dias da injegao das moléculas de dSRNA ou solucao salina,
um aumento do nimero de cépias do IMNV foi detectado apenas para os grupos
injetados com moléculas de dsRNA, sendo estatisticamente significante para os
injetados com as dsRNA-IMNV (ORFla) (p<0,0001) e dsRNA-IMNV (ORFlb)
(p<0,001), os quais alcancaram quantidades médias de 2,36 x 10° e 3,17 x 10° copias do

IMNV/ug de RNA, respectivamente (Figura 12A, B, C e D). Contudo, no 1° dia pos-
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injecdo do indculo do IMNYV verificou-se uma redu¢do do niimero de cépias do IMNV
nos grupos que foram injetados com as dsRNA (Figura 12A, B, C e D), o que nao foi
verificado para o grupo injetado com a solugdo salina que permaneceu com o nimero
médio de 3,81 x 10° até esse momento (Figura 12E).

A partir do 1° dia pds-inje¢do do indéculo do IMNYV, houve uma evolucdo da
replicacdo viral no grupo de camardes injetados com a solugdo salina chegando ao
namero médio de 3,01 x 107 copias do IMNV/ug de RNA no 15° dpi. (Figura 12E). O
tratamento com as moléculas de dSRNA-IMNV (ORF1a) se mostrou efetivo na inibi¢ao
da replicacdo viral, ndo havendo diferenga estatistica entre o nimero de copias virais
inicial (Tempo 0) e final (25° dpi) com 3,73 x 10* ¢ 1,12 x 10" copias do IMNV/pg de
RNA, respectivamente (Figura 12A). De forma similar, a injecdo com as dSRNA-IMNV
(ORF1b) também foi efetiva na inibi¢do da replicacdo do IMNV pelo menos até o 15°
dpi., quando houve um aumento significativo da carga viral para 2,20 x 10’ e 7,09 x 10°
copias do IMNV/ug de RNA no 21° e 25° dpi, respectivamente, quando comparados ao
“Tempo 0” do grupo (p<0,0001) (Figura 12B). Interessantemente, um padrao similar da
evolugdo da replicagdo do IMNV ao longo do experimento foi verificado entre os
grupos de camardes injetados com as dsRNA-IMNV (ORF2) e dsRNA-IGSF4D
(dsSRNA ndo relacionada). Para ambos os grupos, foi verificado um aumento
significativo da carga viral (p<0,0001) a partir do 8° dpi, onde foi detectado o numero
médio de 6,11 x 10° copias do IMNV/ug de RNA para o grupo injetado com as dsRNA-
IMNV (ORF2) e de 1,23 x 107 copias do IMNV/ug de RNA para o grupo de camardes
injetados com as dSRNA-IGSF4D no 11° dpi. (Figura 12C e D).
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Figura 12 - Numero médio de copias do IMNV em hemocitos de camardes L. vannamei
injetados intramuscularmente com: A) dsRNA-IMNV (ORFla); B) dsRNA-IMNV
(ORF1b); C) dsRNA-IMNV (ORF2); D) dsRNA-IGSF4D (dsRNA ndo relacionado); e
E) solug¢do salina, ao longo de 34 dias de ensaio experimental. As barras verticais
representam a média=SEM (n = 12). As diferengas estatisticas em relagao ao “Tempo 0”

de cada grupo estao representadas com dois asteriscos (**) (P<0,001) ou trés asteriscos
(***) (P <0,0001).
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3.4. Analise da Expressdo de Genes relacionados ao RNAi

3.4.1. Expressdo do gene Sid-1

Os hemocitos dos grupos de camardes injetados com as moléculas de dsRNA-
IMNV (ORFla), dsSRNA-IMNV (ORF1b), dsSRNA-IMNV (ORF2) e dsRNA-IGSF4D
estavam com os niveis de expressao do gene Sid-/ aumentados cerca de 2,1, 1,9, 1,6 ¢
2,1 vezes (p<0,001) logo apos o 2° dia da inje¢ao com as dsRNA quando comparados
com o “Tempo 0” de cada grupo (Figura 13A, B, C e D). Nenhuma alteragdo nos niveis
dos transcritos do Sid-1 foi detectada no grupo de camardes injetados com a solucao
salina apds o segundo dia da inje¢ao (Figura 13E). No 1° dia apds a injecdo com o
in6éculo do IMNV foi verificada uma indu¢ao dos niveis do Sid-/ em todos os grupos
investigados (Figura 13A, B, C, D e E). Apos esse periodo, os niveis dos transcritos do
Sid-1 nos grupos de camardes injetados com as dsRNA-IMNV (ORFla) e dsRNA-
IMNYV (ORF1b) voltaram a expressao basal (Tempo 0) e, interessantemente, voltaram a
estar aumentados em cerca de 3,5 e 6,3 vezes no 8° dpi (p<0,0001). No 11° dpi, para o
grupo dsRNA-IMNYV (ORF1a), ainda foi detectada uma indugdo dos niveis do Sid-/ em
cerca de 1,7 vezes (p<0,0001). Para o grupo dsRNA-IMNV (ORFl1b), a inducdo
perdurou até o 25° dpi, onde foi detectado niveis de cerca de 1,5 vezes maiores (p<0,05)
quando comparados com o “Tempo 0” do grupo (Figura 13A e B). A partir do 1° dpi, os
niveis dos transcritos do Sid-/ se mantiveram aumentados em todos os dias investigados
para grupos injetados com dsRNA-IMNV (ORF2), dsRNA-IGSF4D e solugdo salina
(p<0,0001) (Figura 13C, D e E). Porém, os maiores niveis foram detectados no grupo de
camardes injetados com a solugdo salina, onde foram detectados niveis de até 3,5 vezes
maiores (p<0,0001) no 15°dpi, quando comparado com o “Tempo 0” do grupo (Figura
13E).
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Figura 13 - Abundancia dos transcritos do Sid-/ em hemdcitos de camardes L.

vannamei injetados intramuscularmente com: A) dsRNA-IMNV (ORF1la); B) dsRNA-
IMNV (ORF1b); C) dsRNA-IMNV (ORF2); D) dsRNA-IGSF4D (dsRNA nao
relacionado); e E) Solu¢do salina, ao longo de 34 dias de ensaio experimental. As barras
verticais representam a expressdao média normalizada (=SEM) (n = 12). As diferencas
estatisticas em relacdo ao “Tempo 0” de cada grupo estdo representadas com um
asterisco (*) (P<0,05), dois asteriscos (**) (P<0,001) ou trés asteriscos (***) (P

<0,0001).
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3.4.2. Expressdo do gene Dicer-2

Nenhuma diferenga significativa foi detectada nos niveis de transcritos do Dicer-
2 nos hemocitos dos camardes logo apos 2 dias da injecdo das moléculas de dsRNA-
IMNV (ORF1la), dsSRNA-IMNV (ORF1b), dsSRNA-IMNV (ORF2), dsRNA-IGSF4D ou
solugdo salina (Figura 14A, B, C, D e E). Curiosamente, os grupos de camardes
injetados com as dsRNA-IMNV (ORFla) e dsRNA-IMNV (ORF1b) mostraram um
padrao bastante similar de expressdao do Dicer-2 ao longo do tempo (Figura 14A e B).
Para o grupo de camardes injetados com as dsRNA-IMNV (ORFla), houve uma
reducdo dos niveis dos transcritos do Dicer-2 em cerca de 15%, 40% e 15% (p<0,0001)
no 5°, 8° e 11° dpi, respectivamente, quando comparados com o “Tempo 0” do grupo.
Uma diminui¢do em cerca de 26% da expressdo do Dicer-2 (p<0,0001) também foi
detectada no 8° dpi do grupo injetado com as dsSRNA-IMNV (ORF1b) (Figura 14B).
Apenas no grupo de camardes injetados com solu¢do salina foi verificada uma inducdo
em todos os dias poés-injecao com o indculo viral (até o 15° dpi), sendo o maior nivel
detectado no 11° dpi, onde os transcritos estavam cerca de 2,4 vezes aumentados
(p<0,0001) (Figura 14E). No grupo de camardes injetados com a dsRNA-IMNV
(ORF2) foi detectadas uma indugdo de cerca de 1,1 (p<0,05), 1,4 (p<0,0001) e de 1,5
vezes (p<0,0001) nos dias 1°, 8° e 11° dpi, respectivamente. Com um padrao similar ao
encontrado no grupo dsRNA-IMNV (ORF2), os camardes injetados com as dsRNA-
IGSF4D mostraram uma indu¢do de cerca de 1,5, 1,6 e 1,5 vezes (p<0,0001) nos dias

5°, 8° e 11° dpi quando comparados com o “ Tempo 0 do grupo (Figura 14D e E).
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Figura 14 - Abundancia dos transcritos do Dicer-2 em hemocitos de camardes L.
vannamei injetados intramuscularmente com: A) dsSRNA-IMNV (ORFla); B) dsRNA-
IMNV (ORFI1b); C) dsRNA-IMNV (ORF2); D) dsRNA-IGSF4D (dsRNA nao
relacionado); e E) Solu¢do salina, ao longo de 34 dias de ensaio experimental. As barras
verticais representam a expressdao média normalizada (=SEM) (n = 12). As diferencas
estatisticas em relacdo ao “Tempo 0” de cada grupo estdo representadas com um

asterisco (*) (P<0,05), dois asteriscos (**) (P<0,001) ou trés asteriscos (***)
(P<0,0001).

80



3.4.3. Expressdo do gene Argonauta-2

Logo apos dois dias da injecao das dsRNA ou solucdo salina, foi detectada uma
inducdo da expressao do Argonauta-2 em cerca de 1,6, 1,8, 2,4 ¢ 2,1 vezes (p<0,0001)
nos grupos dsRNA-IMNV (ORF1a), dSRNA-IMNV (ORF1b), dsSRNA-IMNV (ORF2) e
dsRNA-IGSF4D (Figura 15A, B, C e D), respectivamente. Neste periodo, nenhuma
alteracdo para os niveis dos transcritos do Argonauta-2 foi detectada no grupo de
camardes injetados com a solugdo salina (Figura 15E). No 1° dpi, uma inducao de cerca
de 1,7, 2,1, 2,3, 1,8 e 3,9 vezes (p<0,0001) dos transcritos do Argonauta-2 foi detectada
nos grupos dsRNA-IMNV (ORF1a), dSRNA-IMNV (ORF1b), dsSRNA-IMNV (ORF2),
dsRNA-IGSF4D e solugao salina, respectivamente (Figura 15A, B, C, D ¢ E). Um
padrao similar da expressdao do Argonauta-2 foi verificada entre os grupos de camardes
injetados com as dsRNA-IMNV (ORFla) e dsRNA-IMNV (ORFl1b) ao longo do
tempo, nao havendo aumento dos niveis dos transcritos no 5°, 8°, 11° dpi para os
camardes tratados com as dsSRNA-IMNV (ORF1a), e no 8° dpi para os tratados com as
dsRNA-IMNV (ORF1b) (Figura 15A e B). A expressao do Argonauta-2 se mostrou
aumentada em todos os dpi analisados dos grupos de camardes injetados com as
dsRNA-IMNV (ORF2) ou solucdo salina (Figura 15C e E). Para o grupo dsRNA-
IGSF4D, apenas no 3°, 5° e 11° dpi ndo foi detectada induc¢dao dos transcritos do

Argonauta-2 quando comparados com o “Tempo 0 do grupo (Figura 15D).
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Figura 15 - Abundancia dos transcritos do Argonauta-2 em hemdocitos de camaroes L.
vannamei injetados intramuscularmente com: A) dsRNA-IMNV (ORF1la); B) dsRNA-
IMNV (ORF1b); C) dsRNA-IMNV (ORF2); D) dsRNA-IGSF4D (dsRNA nao
relacionado); e E) Solu¢ao salina, ao longo de 34 dias de ensaio experimental. As barras
verticais representam a expressdo média normalizada (+SEM) (n = 12). As diferencas
estatisticas em relagdo ao “Tempo 0” de cada grupo estdo representadas com dois
asteriscos (**) (P<0,001) ou trés asteriscos (***) (P <0,0001).
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4. DISCUSSAO

Dentre as moléculas de dsSRNA com homologia ao IMNYV utilizadas, as dSRNA-
IMNV (ORFla) e dsRNA-IMNV (ORF1b) mostraram ser efetivas no bloqueio da
replicagdo do IMNYV, o que resultou em elevados indices de sobrevivéncias até¢ 30 dias
de desafio experimental (Figura 9). Nossos resultados corroboram com os reportados
por Loy et al. (2012) no que se refere a susceptibilidade das regides ORF1 do IMNV
para o bloqueio da replicacdo viral por RNAi, especialmente quando comparada a
regido ORF2. Apesar de ndo ter sido observada diferenga estatistica entre as curvas de
sobrevivéncia dos grupos de camardes injetados com as dsRNA-IMNV (ORFla) e
dsRNA-IMNV (ORFI1b), a evolugdao da carga viral ao longo dos 25 dpi mostra uma
maior eficiéncia do tratamento com as moléculas de dsRNA-IMNV (ORFla),
especialmente a partir do 8° dpi. Em adicional, a ndo deteccdo de alteragcdes
histopatologicas caracteristicas da IMN no grupo de camardes injetados com as dsRNA-
IMNYV (ORF1a) e apenas algumas lesdes puntuais no grupo de camardes injetados com
as dsRNA-IMNV (ORF1b) confirma a eficiéncia destas moléculas para a inibi¢ao por
RNAi da replicagio do IMNV e consequente manifestagdo da doenga. E importante
salientar que, apesar da eficiéncia das dsRNA-IMNV (ORFla) e dsRNA-IMNV
(ORF1b) na inibigao da replicacio do IMNV e consequente protecdo dos camardes
desafiados, a infec¢@o pelo IMNV persistiu até o 25° dpi (Figura 12A e B) nao havendo,
portanto, a depuracao viral.

A regido alvo de silenciamento pelas dsRNA-IMNV (ORFla) utilizada neste
estudo contém sequéncias codificantes para as proteinas 1 ¢ 2 do genoma do IMNV. A
proteina 1 possui um dominio de ligagao a dsSRNA (DSRM) e pode estar relacionada a
supressao do sistema imune do camardo, enquanto que a proteina 2 ainda nao tem sua
fun¢@o conhecida. Por outro lado, as regides alvo de silenciamento pela dsSRNA-IMNV
(ORF1b) e dsRNA-IMNV (ORF2) contém sequéncias codificantes para a principal
proteina do capsideo (MCP) e para uma RNA polimerase RNA-dependente (RdRp),
respectivamente (Nibert, 2007). Para virus de camarao, diferentes regidoes do genoma
viral, incluindo genes estruturais e ndo estruturais, tem se mostrado bastante efetivos
como alvo de bloqueio da replicagdo de viral por RNAi. Neste sentido, ndo existe uma
uniformidade no que se refere a escolha de genes estruturais ou ndo estruturais como
alvo de silenciamento, sendo bastante provavel que a eficiéncia da dsSRNA-especifica na

inibi¢do da replicagdo viral esteja diretamente associada ao nivel de expressdo do gene
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viral alvo durante os estdgios iniciais da infec¢do (Yodmuang et al., 2006). Além da
escolha do alvo de silenciamento, a estrutura secundaria do mRNA e a acessibilidade do
RISC ao alvo, bem como a assimetria dos siRNA selecionados randomicamente pela
enzima DICER, podem contribuir significantemente para o eficiéncia do knockdown por
RNAIi (Shao et al. 2007).

Interessantemente, um aumento expressivo da replicacdo do IMNV foi detectado
dois dias logo apds a injecdo das moléculas de dSRNA-IMNV (ORF1a), dsSRNA-IMNV
(ORF1b), dsSRNA-IMNV (ORF2) e dsRNA-IGSF4D, especialmente para os grupos de
camardes injetados com as dsSRNA-IMNV (ORF1la) e dsSRNA-IMNV (ORF1b) (Figura
12A, B, C e D). Esta estratégia de replicagdo pode estar relacionado a um possivel
mecanismo de supressao do RNAi desenvolvido pelo IMNV ao longo da relacao
evolutiva patogeno-hospedeiro. Uma vasta quantidade de proteinas codificadas por
genes virais t€m sido associadas a supressdo do silenciamento por RNAi (VSRs), que
podem atuar tanto a nivel transcricional como pds-transcricional (Dong et al. 2003,
Voinnet, 2005, Trinks et al. 2005, Unterholzner & Bowie. 2008). Por exemplo, de modo
similar ao IMNV (Nibert, 2007), alguns virus de RNA como o Flock House virus (FHV)
e Nodamura virus (NoV) possuem uma regido codificante para uma proteina com
dominio de ligacdo a dSRNA (DSRM). Para o FHV e NoV, esta proteina foi denominada
de “Proteina B2” e estd diretamente associada a supressao do mecanismo de RNAi pela
ligacdo a longas e pequenas cadeias de dsRNA de forma sequéncia-independente
(Johnson et al. 2004, Chao et al. 2005). Curiosamente, estes virus possuem a
caracteristica de uma rapida taxa de replicagdo inicial, provavelmente associada a uma
estratégia viral para o estabelecimento de um feedback positivo entre a quantidade de
dsRNA oriundas da replicagdo viral e a quantidade da enzima Dicer produzida pelo
hospedeiro, de modo a favorecer a tradugdo da “Proteina B2” (Jiang et al. 2002,
Rodrigo et al. 2011).

Diferentemente de alguns estudos de RNAi com os virus WSS e YH (Robalino
et al. 2004, Tirasophon et al. 2005), a injecdo com as moléculas de dsSRNA-IGSF4D
(dsRNA nao relacionada) utilizada neste estudo ndo protegeu os camardes da
mortalidade pela infec¢do causada pelo IMNV. Por comparagdo, a utilizacdo da dsRNA
ndo-relacionada com homologia para a proteina verde fluorescente (GFP) por Loy et al.
(2012) também nado resultou em nenhuma protecdo aos camardes desatiados com o
IMNV. Apesar de nenhuma diferenca estatistica ter sido encontrada entre as curvas de

sobrevivéncias dos grupos de camardes injetados com a dsRNA-IGSF4D, dsRNA-
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IMNV (ORF2) e solugdo salina, os resultados da quantificacdo da carga viral ao longo
de 11 dpi revelam um padrdo bastante similar entre os grupos dsRNA-IGSF4D e
dsRNA-IMNV (ORF2) quando comparados ao grupo de camardes injetados com a
solucdo salina (Figuras 12C, D e E). Estes resultados sugerem a atuacdo de fato de uma
resposta antiviral geral a moléculas de dsRNA, embora esta ndo tenha sido suficiente
para a inibi¢do da mortalidade causada pelo IMNV. De acordo com Robalino et al.
(2004), a protegao induzida por dsRNA nao relacionadas pode ser inibida por elevadas
concentragdes do WSSV ou TSV em ensaios experimentais. Tirasophon et al. (2005)
também observaram que houve maior protecdo do camardo quando as dsRNA ndo
relacionadas foram injetadas 48 horas pos-infec¢do com o TSV quando comparado ao
tratamento realizado 72 horas apds a infeccdo experimental. Neste sentido, podemos
sugerir que o elevado numero de copias do IMNV detectado dois dias logo apos a
injecdo das dsRNA, aliado ao fato da possivel codificacdo de proteinas VSRs pelo
IMNYV, podem ter contribuido sensivelmente para a ndo protecdo relacionada a defesa
antiviral inespecifica do camarao em nosso estudo.

A inducao do gene Sid-1 detectada no 8° dpi apenas para os hemocitos dos
grupos de camardes injetados com as dsRNA-IMNV (ORFla) e dsRNA-IMNV
(ORFI1b) (Figura 13) sugere fortemente que o canal de transmembrana codificado pelo
Sid-1 no camarao L. vannamei pode, além de importar moléculas de dsRNA, conforme
demostrado por Labreuche et al. (2010), atuar também como um exportador do sinal de
silenciamento do RNAi. Em células de Drosophila S2 mutantes, a importacdo e
exportacdo de dsRNA pelo SID-1 de C. elegans foram claramente demonstradas através
de alteragdes de condutancia de membrana quando do transporte de dsSRNA pelo canal
(Shih & Hunter, 2011). Estes autores demonstraram, também, a existéncia de um
mecanismo de retencdo de algumas moléculas de dsRNA pelo canal de transmembrana
SID-1 que estd diretamente relacionado a regulagcdo génica de componentes do RISC.
No nosso estudo, os baixos niveis de expressdo do Dicer-2 e do Argonauta-2 detectados
no 8°dpi (Figura 14 e 15) refor¢am a hipdtese de exportagdo de dsRNA pelo canal de
transmembrana SID-1 do L. vannamei. Contudo, outros estudos devem ser
implementados a fim de verificar a possivel influéncia dos componentes do RISC na
retencao de moléculas de dsSRNA.

Em suma, podemos concluir que a possivel exportacao do sinal de silenciamento
pelo canal de transmembrana SID-1 detectado no 8° dpi pode estar diretamente

associada ao bloqueio da replicacdo do IMNV pela inje¢ao das dsSRNA-IMNV (ORF1a)
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e dsRNA-IMNV (ORFI1b) e, consequentemente, com a sobrevivéncia dos camardes
desafiados. Adicionalmente, apesar da possibilidade de terapia por RNAi em camardes
L. vannamei portadores assintomaticos do IMNV, mostramos que o conhecimento da
carga viral inicial do IMNV ¢ imprescindivel dada a sua estratégia de replicagdo apos a
injecdo com as dsRNA, de modo a ndo permitir que a quantidade de cdpias virais
alcance niveis letais para o camardo antes do inicio do silenciamento por RNAi. Além
de estudos adicionais para o entendimento dos mecanismos envolvidos no bloqueio da
replicagdo viral por RNAi em camardes, o desenvolvimento de veiculos para a entrega
das dsRNA aos camardes ¢ extremamente necessario para que a terapia antiviral por
RNAI se torne uma realidade no combate e controle de enfermidade em fazendas de

cultivos camaroes.
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CAPITULO IV - EFEITO DO SILENCIAMENTO GENICO POS-
TRANSCRICIONAL DO HORMONIO INIBIDOR DAS GONADAS (GIH)
SOBRE A MATURACAO DE FEMEAS DE Litopenaeus vannamei

Os resultados deste capitulo serdo submetidos ao periddico Aquaculture.

1. INTRODUCAO

A reproducdo dos crustaceos ¢ guiada por um elaborado sistema enddcrino
aliado a estimulos nutricionais e ambientais. A proeminente atividade celular que ocorre
durante o desenvolvimento ovariano dos crustaceos ¢ conhecido como vitelogénese,
processo pelo qual resulta na producdo de uma precursora da proteina do ovo, a
vitelogenina (Nagaraju, 2010). Em crustaceos, a vitelogénese e consequentemente a
maturacdo ovariana ¢ negativamente controlada pelo hormonio inibidor das gonadas
(Gonad-Inhibiting Hormone, GIH), também conhecido como hormdnio inibidor da
vitelogénese (Vitellogenesis-Inhibiting Hormone, VIH). Um neuropeptideo com
caracteristicas de GIH foi recentemente isolado da glandula do seio do camardo L.
vannamei, o qual demonstrou 98% de similaridade nucleotidica com o GIH de P.
monodon (Chen et al. 2014).

A técnica de silenciamento génico por RNA de interferéncia (RNA1) consiste na
utilizagdo de longas moléculas de dsRNA sintéticas homologas a um gene alvo de
interesse. Apos a sua entrada na célula, as longas dsRNA sdo processadas em pequenos
RNAs de 20-28 pb a partir de reacdes catalisadas por endonucleases do tipo RNAse III
dsRNA-especifico, a exemplo das enzimas DICER. Estes pequenos RNAs sdo capazes
de conduzir a clivagem de moléculas complementares de RNA a partir de um complexo
de silenciamento multiprotéico (RNA-induced silencing complex, RISC), promovendo
uma degradacao especifica do mRNA alvo (Meister & Tuschl, 2008). Recentes avangos
no estudo do controle hormonal em camardes peneideos tém incluido a utilizacao da
tecnologia do RNAi em experimentos in vivo para a elucidacdo do papel de
determinados neuropeptideos da familia dos CHH, de hormoénios envolvidos no
metabolismo de carboidratos de L. schmitti (Lugo et al. 2006), na muda de L. vannamei
(Hui et al. 2008) e na reproducao de P. monodon (Treerattrakool et al. 2008).

A possibilidade do emprego do silenciamento génico do GIH por RNAi como
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um método alternativo a ablacdo peduncular, ainda comumente utilizada para a
reproducdo de peneideos em cativeiro, foi recentemente demonstrada para P. monodon
(Treerattrakool et al. 2011). Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo
investigar a viabilidade da utilizacdo de dsRNA gene-especifico para o estimulo da
reproducdo de fémeas de L. vannamei em cativeiro a partir do silenciamento do

horménio inibidor das gonadas (GIH), recentemente caracterizado para a espécie.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Origem dos animais e aclimatagcdo

Pos-larvas de L. vannamei SPF foram obtidas do laboratério Aquatec Ltda
(Canguaretama, RN) e cultivadas na Estagdo Marinha de Aquacultura da Universidade
Federal do Rio Grande (EMA-FURG) até atingirem a fase adulta. Antes do
experimento, 200 animais foram selecionados considerando sua aparente condi¢ao de
satde. Tamanho, auséncia de melanizacdo no corpo, presenca de todos os apéndices e
preenchimento total do hepatopancreas e trato digestivo foram considerados como
parametros para avaliagdo da condi¢cdo dos animais. Os animais selecionados foram
separados por sexo e distribuidos em dois tanques circulares de maturacdo (10 m* de
area de fundo contendo 5.000 I), onde foram aclimatados durante 30 dias. Durante este
periodo, os animais foram submetidos a condi¢des artificiais de fotoperiodo (14h de luz
e 10h de escuro) e alimentados quatro vezes ao dia com lula ///lex argentinus € uma dieta
comercial (Breed S Inve Aquaculture, Belgium) ofertados alternadamente. A dgua do
mar foi renovada diariamente a uma taxa de 100% e mantida em salinidade 30, 28°C,

pH 7,2 ¢ OD 5,5 mg/l.

2.2. Producdo de moléculas de dsRNA

Fragmentos de 768 pb e 678 pb referentes ao gene GIH do L. vannamei (N° de
acesso no GenBank: KC962398) e ao gene que codifica para uma imunoglobulina do
peixe Danio rerio (IGSF4D) (N° de acesso no GenBank: AL954312) foram
amplificados por RT-qPCR utilizando-se primers especificos contendo a sequéncia do

promotor do bacteriéfago T7 na extremidade 5’ (Tabela 6). Os fragmentos amplificados
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referentes a IGSF4D foram utilizados para a sintese de dSRNA nao relacionado. Antes
da produgdo dos dsRNAs, a identidade dos respectivos produtos de PCR foi confirmada

por sequenciamento de DNA (dados nao demonstrados).

Tabela 6 - Primers utilizados na amplificagdo de fragmentos para a sintese “in vitro” de
moléculas de dsSRNA GIH e dsRNA IGSF4D.

Gene Primer Forward (5°-3°) Primer Reverse (5°-3°) “Amplicon”
GIH-T7 *TAATACGACTCACTATAGT | TAATACGACTCACTATACCAATC 768 b
) TCCTGATGTGCCTCCACT AGTTCCCCTTGAAA p
IGSFAD-T7 TAATACGACTCACTATAGTTT| TAATACGACTCACTATAAGGGTGC 678 ob
GTCTGTCCCTCGTGGT AGGTTTTCCTTTT p

*Sequéncia do Promotor T7 (negrito e itdlico).

Os produtos de PCR foram concentrados por precipitagdo em alcool absoluto
(Merck®) (1 V) e acetato de sodio 3 M (0,1 V) e purificados com o kit Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega™) conforme recomendagdes do fabricante. A
transcrigao in vitro das moléculas de dsRNA foi efetivada com o kit 77 RiboMAX™
Express Large Scale RNA Production System (Promega®) de acordo com as seguintes
etapas de incubacdo: 42°C durante 4 horas, 70°C durante 10 min, seguida de uma
redugdo gradual da temperatura (0,5°C durante 20s) até atingir 20°C. Posteriormente, as
moléculas de dsRNA foram tratadas com DNAse [ (para a remocdo de dsDNA e
ssDNA) e RNAse A (para a remocao de ssRNA, na presenga de 0,5 M de NaCl) por
incubacao a 37°C durante 30 min. Proteinas, nucleotideos livres e residuos de acidos
nucleicos degradados ainda presentes na reacao de transcricdo foram removidas por
com o Wizard® SV Minicolumns (Promega®) utilizando 4 M Guanidine Thiocyanate,
0,0IM Tris/HCl (pH 7,5) como solugdo denaturante. Finalmente, as moléculas de
dsRNA-GIH e dsRNA-ISF4D foram eluidas em 100 pl de TE salino (10 mM Tris’HCI,
ImM EDTA, 10 mM NaCl, pH 7,0) e acondicionadas a -80°C at¢ a sua utilizagao.

2.3. Desenho Experimental

Ap0s a aclimatacdo, 80 fémeas e 80 machos (9=45-55g; 3=35-45g) no estagio
de intermuda foram selecionados da populagdo aclimatada. As fémeas foram pesadas e

marcadas com numera¢do individual por meio de elastomeros implantados
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subcutaneamente no ultimo segmento abdominal. Ap6s a marcacdo, as fémeas foram
distribuidas uniformemente, juntamente com 80 machos, em dois tanques circulares de
maturagio a uma densidade de 8 camardes/m® (propor¢io de machos para fémeas =
1:1). Quatro grupos de 20 fémeas foram tratados conforme a seguinte descri¢ao: Grupo
I) Injecdo intramuscular de 150 pl de solugdo salina (NaCl 330 mM; Tris 10 mM; pH
7,4) no 1° e 17° dia pés marcacao (dpm) (gupo controle); Grupo II) Injecdo
intramuscular de 2 pg e 0,8 ng/g de dsRNA GIH no 1° e 17° dpm, respectivamente;
Grupo III) Injecao intramuscular de 2 pg e 0,8 pg/g de dsSRNA IGSF4D no 1° e 17°
dpm, respectivamente; ¢ Grupo IV) Ablacao unilateral realizada no 1° dpm. As dsRNA
foram diluidas em 150 pl de solucgdo salina. Todas as condi¢des de cultivo utilizadas
durante a fase de aclimatagdo foram mantidas ao longo de 39 dias de ensaio
experimental.

O desenvolvimento gonadal das fémeas de todos os grupos foi checado
diariamente por exame visual com o auxilio de uma lanterna. Macroscopicamente, 0s
estagios de desenvolvimento gonadal foram classificados de acordo com os seguintes
critérios: SO0 - Ovario nao desenvolvido (imaturo), S1 - desenvolvimento inicial dos
ovarios na regido do cefalotérax (maturacdo inicial), S2 - Presengca de uma linha
ovariana de cor amarelada ao longo do dorso abdominal (matura¢do intermediaria), e
S3-4 - Cefalotorax alargado e coloragdo alaranjada dos ovarios que aparecem como uma
dupla linha espessa ao longo do dorso abdominal (maduro) (Adaptado de Tan-Fermin &
Pudadera, 1989). As fémeas identificadas como S3-4 foram separadas e a ocorréncia da
desova devidamente registrada. Para as andlises moleculares, cinco fémeas no estagio
de intermuda de cada grupo foram coletadas aleatoriamente e dissecadas no 16°, 31° e
38° dpm para a retirada do ganglio 6tico e ovarios. Em adicional, amostras do cérebro
(ganglio supraesofageal) de fémeas foram coletadas no 38° dpm. Andlises histologicas
foram realizadas a partir de fragmentos ovarianos posteriores coletados nos 16°, 31° e

38° dpm.

2.4. Anadlise de Expressao Génica

O RNA total do ganglio 6tico, ovario e cérebro foram extraidos de acordo com o
reagente TRIZOL (Invitrogen™), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. O
RNA extraido foi tratado com a DNAse I Amplification Grade (Life Technologies®) por
incubag¢do a 37°C durante 30 min. A qualidade do RNA extraido foi certificada por
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corrida eletroforética em gel de agarose a 1%, preparado em 60 ml de TAE (1X) (0,04
M de Tris Base, 0,04 M de acetato e 0,001 M de EDTA) contendo 0,1 pg/ml de brometo
de etidio. O RNA foi quantificado por fluorimetria com o equipamento Qubit’”
fluorometer (Life Technologies®), utilizando-se o Quant-iT RNA Assay Kit (Life
Technologies™). O ¢DNA foi sintetizado com o High Capacity ¢cDNA Reverse
Transcription Kit (Life Technologies™) em um volume de 20 ul de reacio final contendo
2 ul de RT Buffer (10x), 0,8 ul de dNTPs mix (25%), 2 ul de RT random primers (10%),
1 ul de MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U) e 1ug de RNA total diluido em
agua ultra pura (Invitrogen®). As amostras foram incubadas em termociclador a 25°C/10
min, seguidos de 37°C/120 min e 85°C/5 min. O cDNA foi armazenado a -20°C até a
sua utilizagdo para analise da expressao génica.

A expressao do GIH foi utilizada para a avaliagao do silenciamento por RNAi
nas amostras de ganglio Otico e cérebro, enquanto a expressdo da vitelogenina foi
verificada somente nas amostras de ovario das fémeas coletadas. Apods validagao com o
software DataAssist v3.0 (Applied Biosystems®), a média entre a expressdo dos genes
da p-actina e Eflo foram utilizadas como referéncia para a normalizacdo da expressao
dos genes GIH e Vitelogenina. Para as amplificacdes foi empregada a plataforma ABI
7500 Real Time Systems (Applied Biosystems®™) com o sistema de deteccdo Platinum
SYBR® Green qPCR SuperMix - UDG (Invitrogen®™). Os primers utilizados para a

amplificacao dos genes investigados estao descritos na tabela 7.

Tabela 7 - Primers utilizados para a analise quantitativa da expressdo génica em L.
vannamei.

Gene
Primer Forward (5°-3”) Primer Reverse (5°-3°)
(GenBank)
GIH
(KC962398) TGATGCTTCGACGCCTTGGCT CCTTGAACATAATAGGACGCCCTTCCC

Vitelogenina

(AY321153)

AATACAAGAACGTGAGGGATAGGAA |AGGCAATCACACTTGTATATTTGTATTTC

Efla
(DQ858921)

CCACCCTGGCCAGATTCA GCGAACTTGCAGGCAATGT

[-actina

(AF300705)

GACCGAGGCTCCCCTTCAA TCTCGAACATGATCTGTGTCAT

A eficiéncia de amplifica¢ao de todos os primers foi determinada de acordo com
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Pfaffl et al. (2002) e a especificidade das amplifica¢des verificadas a partir da analise
das curvas de melting. As reacdes de RT-qPCR foram realizadas em um volume final de
10 pl contendo 5 pl do Platinum SYBR Green®™ gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen®™), 0,3
ul (10 uM) de cada primer, 0,2 ul (50%) do corante de referéncia Rox, 1 ul (3-10 ng) de
cDNA e 3,2 ul de 4gua ultra pura. As condi¢des de termociclagem utilizadas foram
50°C durante 2 min, 95°C durante 2 min, seguidos de 40 ciclos de 95°C durante 15s e
60°C durante 30s. As reagoes de RT-qPCR foram realizadas em duplicatas e somente
consideradas validas quando a média dos Cq das réplicas apresentavam um desvio de
até 0,3. Os valores de Cq médios obtidos foram normalizados e convertidos para a

forma linear pelo método 2% (Livak & Schmittgen, 2001).

2.5. Histologia

Cada fragmento ovariano posterior foi fixado por imersdo em solugdao de
Davidson's AFA (11,5% de acido acético, 22% de formalina e 33% de etanol) por 24
horas. As amostras foram processadas em equipamento automético (LUPE PT05%),
sendo a inclusdo feita em paraplast. Cortes histologicos transversais e longitudinais de 4
um foram obtidos com o auxilio de um microtomo (LUPE MRPO3, Brasil) e corados
com hematoxilina-eosina (Bell & Lightner, 1988). Os cortes foram examinados em
microscopio 6ptico (Olympus BX 45™) com camera digital (Olympus DP 72%) acoplada
para captura das imagens. O estagio de desenvolvimento gonadal e o didmetro médio do
tipo do oocito mais frequente em cada fémea foram os parametros considerados para a
analise histologica quantitativa. Os odcitos foram classificados em nove tipos: I)
cromatina nuclear (cn); II) cromatina perinuclear inicial (cpi); III) cromatina
perinuclear avangada (cpa); I'V) goticulas de lipideos 1 (gll); V) goticulas de lipideos 2
(g12); VI) presenca de vitelina (v); VII) presenca de granulos de vitelina (gv); VIII)
pré-maduro (pm); e IX) maduro (m). De acordo com o tipo de oocito encontrado, os

estagios de desenvolvimento gonadal foram definidos como pré-vitelogénese (oocitos

tipo L, II e III), vitelogénese primaria (odcitos tipo 1V, V e VI), vitelogénese secundéria

(o6citos tipo VII e VIII) e, maduro (odcito tipo IX) (Arcos et al. 2011).

2.6. Andlise Estatistica

Para a andlise das diferencas dos didmetros dos odcitos mais frequentes e da
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expressao génica foi empregada uma andlise de varidncia de uma via (One-way Analysis
of Variance, ANOVA) com comparagdes pareadas com o grupo de fémeas injetadas com
solucdo salina (grupo controle). Os testes estatisticos foram realizados com o software

GraphPad Prism 3.00 for Windows (GraphPad Software, USA)

3. RESULTADOS

3.1. Desenvolvimento gonadal e desova

Dentre os grupos de fémeas investigado, a ocorréncia de desovas foi verificada
na 2°, 3°, 4° e 5° semana, sendo predominante para as fémeas abladas que tiveram
percentuais de 25%, 15%, 15% e 5%, respectivamente. Entretanto, foi verificada uma
desova (5%) em cada grupo de fémeas injetadas com a dsRNA-IGSF4D ou solu¢do
salina na 2° semana de experimento. Macroscopicamente, os estagios de
desenvolvimento gonadal S3-4 foram identificados na 2° semana para os grupos de
fémeas injetadas com a dsRNA-IGSF4D ou solugdo salina, com percentuais de 10%
para ambos os grupos. Nas fémeas injetadas com as dsRNA-GIH verificou-se apenas

estagios iniciais e intermediarios do desenvolvimento gonadal (S1 ou S2) (Figura 16).
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Figura 16 - Percentuais de estagios de desenvolvimento gonadal e desovas semanais a
partir de observagdes macroscopicas dos ovarios das fémeas de L. vannamei abladas ou
injetadas com dsRNA-GIH, dsRNA-IGSF4D ou solugdo salina ao longo de 39 dias de

experimento. SO: imaturo, S1: maturacdo inicial, S2: maturagdo intermediaria, S3-4:
Maduro, e D: desova.

3.2. Histologia

Apenas oocitos caracteristicos das fases de pré-vitelogénese (oocitos tipo I, IT e
III) e vitelogénese primdria (odcitos tipo IV, V e VI) foram identificados nas fémeas
injetadas com dsRNA-GIH, dsRNA-IGSF4D ou solugdo salina. Por outro lado, odcitos
caracteristicos de todas as fases do desenvolvimento gonadal foram verificados nas
fémeas abladas, havendo portanto, a predominancia de estagios mais avangados como

vitelogénese secundaria (oocitos tipo VII) e maduro (o6citos tipo IX) (Figura 17).
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Figura 17 - Fotomicrografia de cortes histologicos corados com H&E dos ovarios de L.
vannamei abladas ou injetadas com dsRNA-GIH, dsRNA-IGSF4D ou solucao salina. As
setas indicam os tipos de oodcitos observados: (cn) cromatina nuclear; (cpi) cromatina
perinuclear inicial; (cpa) cromatina perinuclear avangada; (gl) goticulas de lipideos; (V)
presenca de vitelina; (gv) presenga de granulos de vitelina; e (m) maduro. Barra de
escala: 25 um.

Os diametros dos odcitos predominantes observados nos ovarios das fémeas
abladas diferiram significativamente dos observados nas fémeas injetadas com solucao
salina no 16°, 31° e 38° dpm (p<0,0001). Para as fémeas injetadas com as dsSRNA-GIH
foi verificado um aumento significativo (p<0,05) dos diametros dos oocitos mais
frequentes observados no 38° dpm. Nenhuma diferenca foi detectada nos diametros dos
odcitos mais frequentes nas fémeas injetadas com as dSRNA-IGSF4D ao longo de todo

o experimento (Figura 18).
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Figura 18 - Médias (=SD) do didmetro dos odcitos mais frequentes observados nas
fémeas de L. vannamei abladas ou injetadas com dsRNA-GIH, dsRNA-IGSF4D ou
solugdo salina verificados no 16°, 31° e 38° dpm. As diferencas estatisticas estdo
representadas com um asterisco (*) (P<0,05) e trés asteriscos (***) (P <0,0001) (n = 4).

3. 3. Expressdo génica

Os niveis dos transcritos do GIH estavam diminuidos em 64%, 73% e 71% no
pedunculo ocular das fémeas injetadas com as dsRNA-GIH quando comparados ao
grupo de fémeas injetadas com a solugao salina no 16°, 31° e 38° dpm, respectivamente
(p<0,0001). Ao longo do experimento, nenhuma diferenca estatistica foi detectada nos
niveis dos transcritos do GIH detectados no pedinculo ocular das fémeas abladas,
injetadas com as dsRNA-IGSF4D ou com solugao salina. A expressao do mRNA da
vitelogenina foi aumentada em cerca de 2,5, 2,7 ¢ 4,4 vezes nos ovarios das fémeas
abladas coletadas no 16°, 31° e 38° dpm. (p<0,0001). No 38° dpm foi detectada também
uma indu¢do dos niveis dos transcritos da vitelogenina em cerca de 3,8 vezes nos
ovarios das fémeas injetadas com as dsSRNA-GIH, quando comparadas com as fémeas
injetadas com a solugdo salina (p<0,001). Nenhuma diferenca estatistica foi detectada
nos niveis dos transcritos da vitelogenina nos ovarios das fémeas injetadas com as
dsRNA-IGSF4D (dsRNA nao relacionada) (Figura 19). Adicionalmente, nenhum efeito
de silenciamento por RNAi foi verificado no cérebro dos camardes injetados com as
dsRNA-GIH apo6s 38 dpm. Nenhuma diferenga estatistica foi verificada entre os
transcritos do GIH detectados no cérebro das fémeas abladas ou injetadas com dsRNA-

GIH, dsRNA-IGSF4D ou solugdo salina (Figura 20).

99



__% 0.8+ 16° dpm é 1.5- 16° dpm
a —
2E oE
3 =
0.6 L
é § 3 é 1.0
3% 53 i
Eg 02 §§ s
- ] s
To 58 I |
" 2 00 Z 00 ' ' : ;
'\(\D‘ & & 5y
&"’90\ e‘*g’ & v""b
& T
'—; DE! TE *k
8wl €3
2.% § s 101 T
37 o g% L
g (3 T
b ‘g E.“‘ 0.5
L 5 o0. 2 .g
=8 59 | | | | s
O x
w y, % 0.0 - T T T
N O o
q'i?& v.s’\ oﬁﬁh \‘p‘b
9 & o W
9 ¥
- - g 1.5- 38° dpm
S TE
B3 538
P 5 o 1.0 *kk
2% =3
3% g% *k I
°
2 o 0.5
i :
(—1 [
% & s g I-_1 I———I
& 5 00 y ' - -
o° 5 © ©
0‘? gg. stv-
‘ba ¥

Figura 19 - Abundancia dos transcritos do GIH e vitelogenina detectados no pedunculo
ocular e ovarios, respectivamente, de fémeas de L. vannamei abladas ou injetadas com
dsRNA-GIH, dsRNA-IGSF4D ou solugdo salina. As barras verticais representam a
expressdo média normalizada (:SEM) (n = 4). As diferencas estatisticas relacionadas ao
grupo de camardes injetados com solucdo salina estdo representadas com trés asteriscos
(***) (P <0,0001) e dois asteriscos (**) (P<0,001).
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Figura 20 - Abundancia dos transcritos do GIH detectados no cérebro de fémeas de L.
vannamei abladas ou injetadas com dsRNA-GIH, dsRNA-IGSF4D ou solugdo salina no
38° dpm. As barras verticais representam a expressao média normalizada (+SEM) (n =
4).

4. DISCUSSAO

Na reproducdo em cativeiro de camardes L. vannamei, o método usualmente
empregado para estimular a maturagdo gonadal e desova consiste ainda na ablagdo
unilateral do peduinculo ocular que, além da lesdo, ocasiona um significativo desbalanco
hormonal com reflexos direto sobre a quantidade, qualidade e sobrevivéncia das larvas
produzidas, especialmente apds as primeiras desovas pos ablagdo (Palacios et al. 1999).
Recentemente, Chen et al. (2014) isolaram um hormonio com caracteristica de GIH da
glandula do seio do L. vannamei e verificaram a sua a¢ao inibitdria sobre a expressao do
mRNA da vitelogenina no hepatopancreas a partir de ensaios com uma proteina
recombinante do neuropeptideo isolado. De acordo com Raviv et al. (2006), os
transcritos da vitelogenina no L. vannamei podem ser detectados tanto no
hepatopancreas como nos ovarios, tendo portanto, um nivel de expressao maior nos
ovarios em todos os estagios do ciclo de muda quando comparados com os niveis
detectados no hepatopancreas. No presente estudo, nés investigamos o potencial da
inibi¢do dos niveis do mRNA do GIH por RNAi na indu¢do do desenvolvimento
gonadal do camardo L.vannamei em cativeiro.

Os resultados do silenciamento génico revelaram um “knockdown” do gene GIH

no pedinculo ocular das fémeas injetadas com as dsSRNA-GIH, com uma redugdo na
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transcri¢do de 64%, 73% e 71% no 16°, 31° e 38° dpm, respectivamente. Apesar disso,
o efeito sobre a expressdo do mRNA da vitelogenina nos ovarios somente foi verificado
no 38° dpm, quando os niveis dos transcritos estavam superexpressos em cerca de 3,8
vezes em comparagdo com a expressao detectada nas fémeas injetadas com a solucao
salina (Figura 19). Este resultado ¢ consistente com o aumento do diametro dos o6citos
mais frequentes observados no 38° dpm nas fémeas injetadas com as dsRNA-GIH
(Figura 17). Entretanto, nenhum desenvolvimento gonadal além do estagio de
vitelogénese primaria foi observado microscopicamente nos ovarios das fémeas
injetadas com as dsRNA-GIH, solu¢do salina ou dsSRNA-IGSF4D. Diferentemente, nos
ovarios das fémeas abladas foi verificada uma predomindncia dos estidgios de
vitelogénese secundaria a madura. Segundo Palacios & Racotta (2003), a mensuracao
do diametro do odcito por histologia em matrizes reprodutoras de L. vannamei consiste
no melhor parametro de avaliagdo do estidgio de maturagdo de fémeas em sistemas de
produgdo. A resposta tardia do efeito do silenciamento do mRNA do GIH por RNAi
sobre a expressao do mRNA da vitelogenina pode estar relacionado com o GIH ainda
armazenado na glandula do seio e circulante na hemolinfa, ja4 que o silenciamento do
mRNA por dsRNA somente ¢ capaz de inibir a sintese do hormdnio. Entretanto, a
concentragdo do neuropeptideo na hemolinfa ndo foi mensurada no presente trabalho.

Em estudos com camardes P. monodon cultivados, Treerattrakool et al. (2011)
demonstraram que a inibi¢do por RNAi dos transcritos do GIH-Pm no pedunculo ocular
perdurou por até 30 dias e que, apesar de terem observado a ocorréncia de desova para
apenas 14% das fémeas injetadas com as dsRNA GIH-Pm, ndo houve um
desenvolvimento gonadal significativo para a maioria das fémeas tratadas com as
dsRNA. Por outro lado, os autores mostraram um alta eficiéncia da aplicagdo do RNA1
para o desenvolvimento gonadal e desova de camardes P. monodon selvagens (63% de
desova). De acordo com os autores, a diferenga de eficiéncia do RNAi na reproducdo de
fémeas domésticas e selvagens pode ser atribuida a fatores como tamanho e idade,
qualidade da 4gua (salinidade e temperatura), nutricdo e densidade de cultivo utilizadas
nos ensaios experimentais.

Interessantemente, nenhuma regulacdo dos niveis dos transcritos do GIH foi
detectada no pedunculo ocular (16°, 31° e 38° dpm) ou no cérebro (38° dpm) das
fémeas de L. vannamei abladas unilateralmente. Chen et al. (2014) demonstraram que
os niveis de expressao do GIH no cérebro do L. vannamei foram negativamente

regulados apos o 3° e 6° dia da ablagdo unilateral, mas ndo houve regulagdo do mRNA
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do GIH na glandula do seio do pedunculo ocular remanescente, também verificado no
presente estudo. De acordo com estes autores, a glandula do seio do camardo L.
vannamei nao ¢ o unico local de sintese do GIH, o qual também pode ser sintetizado
pelo cérebro. Entretanto, os mecanismos relacionados a produgao e sintese do GIH para
o controle da reproducdo de fémeas do L. vannamei ainda ndo estdo totalmente
elucidados. Curiosamente, nenhum efeito do silenciamento génico foi detectado no
cérebro das fémeas injetadas com as dsRNA-GIH apos o 38° dpm (Figura 20). Este
resultado sugere uma reduzida susceptibilidade ou até mesmo a ndo susceptibilidade do
tecido cerebral do camardo ao silenciamento por RNAi, especialmente quando
comparado aos niveis de “knockdown” do GIH verificados no pediinculo ocular destes
animais ao longo do experimento. Estudos devem ser realizados a fim de verificar o
grau de susceptibilidade do cérebro de crusticeos ao RNAi, bem como a sua influéncia
sobre a aplicagdo desta tecnologia para a inducdo do desenvolvimento gonadal e desova
do L. vannamei.

Neste trabalho, o baixo desempenho reprodutivo das fémeas de camardes
tratadas com moléculas de dSRNA-GIH pode estar relacionada ainda a atuagao conjunta
de varios GIH na inibicdo da vitelogenina. Para o camardo L. vannamei, alguns
neuropeptideos isolados da glandula do seio tém sido também considerados como
candidatos a GIH e foram denominados de Liv-SGP-A, -B, -C, -E, -F, e -G. Dentre os
hormdnios isolados, o Liv-SGP-G apresentou 100% de homologia nucleotidica com o
CHH do L. vannamei e foi o que demonstrou o maior efeito inibitério dos niveis de
expressdo do mRNA da vitelogenina quando submetido a testes de incubacdo in vitro
com fragmentos de ovario do Marsupenaeus japonicus (Tsutsui et al. 2007). De forma
similar, a a¢do diferenciada de candidatos a GIH sobre a inibicdo da vitelogénese da
lagosta Jasus lalandii foi descrita a partir de ensaios heterdlogos in vitro com ovarios do
camardo P. semisulcatus (Marco et al. 2002). Estes autores ainda demonstraram que
alguns desses neupeptideos, além do efeito sobre a reproducdo, possuiam também um
efeito hiperclicémico. De fato, estudos anteriores tém sugerido que todos os membros
da familia CHH sd3o derivados de um ancestral comum e se divergiram através de
mutagdes e duplicacdes génicas ao longo da evolugdo, o que pode ter implicado para a
atuacdo de multiplas fungdes biologicas amplamente relatadas para os neuropeptideos
desta familia (Wilcockson et al. 2002, Chan et al. 2003).

Os resultados apresentados neste estudo demostraram o potencial da aplicagdo

da tecnologia do RNAi como um método alternativo a ablacdo peduncular para a
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desenvolvimento gonadal e desova do L. vannamei em cativeiro. Em adicional, o
silenciamento simultaneo por RNAi de candidatos a GIH deve ser realizado a fim de

verificar o seu efeito na indugdo do desenvolvimento gonadal do L. vannamei.
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CONCLUSOES

1. Protocolos moleculares por qPCR desenvolvidos no Laboratorio de Biologia
Molecular da FURG foram efetivos na detec¢ao de co-infecgdo com o IMNV e

WSSV em L. vannamei.

2. A transcricdo dos genes Sid-1, Dicer-2 e Argonauta-2 do L.vannamei nao foi
afetada pela infeccdo causada pelo IMNV quando da injecdo de diferentes

concentragdes do indculo viral.

3. O namero médio de 2,55 x 10° copias do IMNV detectados em tecido
hemocitico pode ser considerado seguro para os sistemas de cultivos de L.
vannamei infectados com o IMNV quando submetidos a condi¢des 6timas de

cultivo.

4. Os tratamentos com as dsRNA-IMNV (ORFla) e dsSRNA-IMNV (ORFI1b) se
mostraram efetivos na inibi¢do da replicagdo do IMNV resultando em

sobrevivéncias de 90% e 80%, respectivamente.

5. A possivel exportagdo do sinal de silenciamento pelo canal de transmembrana
SID-1 pode estar diretamente associada ao bloqueio da replicagdo do IMNV pela
injecdo das dsRNA-IMNV (ORFla) e dsRNA-IMNV (ORFlb) e,

consequentemente, com a sobrevivéncia dos camardes desafiados.

6. Dada a estratégia de replicagdo do IMNV, o sucesso da terapia por RNAi em
camardes L. vannamei portadores assintomaticos do IMNV depende do

conhecimento de sua carga viral inicial.

7. Apesar do “knockdown” dos niveis do mRNA do GIH no pedinculo ocular das
fémeas injetadas com as dsSRNA-GIH, o efeito sobre a expressao do mRNA da
vitelogenina nos ovarios ¢ do didmetro dos odcitos somente foi verificado no

38° dpm.

8. Nenhum desenvolvimento gonadal além do estagio de vitelogénese primaria foi
observado nos ovarios das fémeas injetadas com as dSRNA-GIH, provavelmente

pela existéncia de outras formas de GIH em L. vannamei.
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PERSPECTIVAS

O avango tecnologico associado a acirrada competicdo por mercados em nivel
global vem criando, para o setor da carcinicultura, um cendrio onde a vantagem
competitiva é baseada na eficiéncia de producdo. Na carcinicultura, pesquisas
envolvendo a tecnologia do RNA de interferéncia t€ém gerado valiosos subsidios para o
desenvolvimento de terapias génicas a partir do silenciamento de genes virais
(Escobedo-Bonilla, 2012). Abordagens de genética reversa por RNAi em experimentos
in vivo poderdo também ter grande potencial para a prospeccao de genes envolvidos na
viruléncia e patogenicidade de determinadas enfermidades de camardes. Estes estudos
poderao propiciar ainda a identificacdo de novos marcadores da condi¢cao de saude dos
camardes cultivados, além da validacdo de potenciais alvos para o desenvolvimento de
tratamentos antibacterianos e antiparasitarios.

Em virtude das grandes perdas na produgdo aquicola em decorréncia do
acometimento de doencas, o desenvolvimento de pesquisas direcionadas ao controle e
combate de enfermidades em sistemas de cultivo tém se tornado uma prioridade nessa
area de estudo. Apesar da potencialidade da técnica de RNAi como ferramenta
terapéutica antiviral na carcinicultura, ¢ imprescindivel que este método seja viabilizado
para o tratamento de enfermidades em sistemas de cultivo, especialmente no tocante ao
veiculo de entrega das moléculas de dsSRNA aos camardes cultivados. Por exemplo, o
modo de indu¢do do RNAI por inje¢do intramuscular, método amplamente utilizado em
ensaios de desafio experimental, pode consistir num fator impeditivo de sua aplicagao
pratica nos cultivos de camardes, especialmente pelo dispendioso manejo e alto custo
para a sintese in vitro de grandes quantidades de moléculas de dsRNA. Por outro lado, a
manipulacdo genética de bactérias Escherichia coli para a expressdo in vivo de
moléculas de dsRNA especificas abre a possibilidade para producdo de dsRNA a um
baixo custo para o uso em larga escala (Timmons et al. 2001). Sarathi et al. (2008)
demonstraram que a administragdo oral em camardo P. monodon de moléculas de
dsRNA-VP28 expressas por bactérias Escherichia coli modificadas geneticamente pode
ser considerada como um potente agente terapéutico contra a infeccdo causada pelo
WSSV. Recentemente, diversos estudos tém considerado a utilizagdo de linhagens
recombinantes de Bacillus subtilis como um potente veiculo vacinal, especialmente por
sua resisténcia e capacidade de esporulagdo, o que facilita por sua vez a estocagem e

transporte destas bactérias. Em adicional, algumas destas cepas possuem importantes
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caracteristicas probidticas e ndo oferecem riscos a saude humana (Xia et al. 2005,
Paccez et al. 2006, Liu et al. 2010). Entretanto, a manipula¢do genética de bactérias
geralmente envolve a utilizacdo de genes de resisténcia a antibioticos, o que
compromete consideravelmente a sua utilizagdo em sistemas de cultivo pela
possibilidade de transferéncia de resisténcia as cepas bacterianas presentes no ambiente
de cultivo. Por sua vez, métodos alternativos como a recombinacdo homoéloga do DNA
poderdo permitir, num futuro proximo, a utilizagdo de cepas bacterianas como veiculo
de producao e entrega das dSRNA ao camardes cultivados.

Além da pesquisa aplicada a sanidade de camardes, a tecnologia do RNAIi
também tem sido de grande interesse para o estudo da reprodugdo de camardes
marinhos em cativeiro. O estudo pioneiro realizado por Treerattrakool ef al. (2011) para
o estimulo da maturagdo gonadal e desova de camardes P. monodon em cativeiro pelo
silenciamento por RNAi do GIH-Pm despertou a possibilidade do desenvolvimento de
um método alternativo a ablagdo peduncular nesta espécie, bem como em outras
espécies de camardes de interesse comercial, a exemplo do L. vannamei. Contudo, para
a consolidacdo da tecnologia do RNAi como um método alternativo para o
desenvolvimento gonadal e desova do L. vannamei em cativeiro € necessario ainda um
melhor entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos no controle hormonal da
reprodugdo. Paralelamente ao estudo do controle hormonal de fémeas de camardes L.
vannamei em cativeiro, a tecnologia do RNAi1 podera contribuir para o estudo do
controle hormonal masculino envolvido na qualidade espermatica. Adicionalmente, a
prospeccdo de genes por RNAi poderd auxiliar também no combate a infec¢des do
tecido reprodutivo masculino que geralmente acometem as ampolas, canais deferentes e

testiculos.
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