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RESUMO

Desde 1992, o Virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV) vem causando problemas
para o desenvolvimento da carcinicultura em todo o mundo. Dentre as alternativas para
0 combate a esse virus esta a utilizacdo de duplas fitas de RNA (dsRNAs) para bloquear
a expressdo dos genes virais atraves do mecanismo de RNA interferente (RNAI)
presente em eucariontes. A producdo e entrega dessas moléculas aos animais pode ser
realizada in vitro (através de kits comerciais) ou in vivo (como por exemplo, através de
bactérias gram-negativas como Escherichia coli). O uso de kits encarece o tratamento e
E. coli tem potencial patogénico. Assim, a utilizacdo bactérias probidticas como
bioreatores de dsRNAs pode ser uma alternativa interessante. Dessa forma, esta
dissertacdo teve como objetivo validar o potencial da cepa probidtica Bacillus subtilis
manipulada para producdo das dsRNAs, na protecdo do camardo Litopenaeus vannamei
contra 0 WSSV. Para isso, foi otimizada a producao dessas moléculas com o acréscimo
de nutrientes aos meios de cultura. As dsRNAs foram extraidas e purificadas do
probidtico e validadas quanto a sua capacidade de ativar o sistema RNAI nos hemacitos.
Adicionalmente o probiotico vivo foi administrado na dieta dos animais e avaliado
quanto a sua capacidade de ativar o sistema RNAI e, também, quanto a sua capacidade
de proteger o camardo contra 0 WSSV. Os resultados mostraram que o enriquecimento
dos meios de cultura aumentou significativamente (p<0,05) a producdo das dsRNAs
pelo probidtico. Tanto as dsSRNAs purificadas injetadas nos camardes quanto o préprio
probidtico administrado na dieta foram capazes de ativar o sistema RNAI, como
evidenciado pelo aumento da expressdao dos genes relacionados sidl e argonauta2.
Também, foi observado que o pré-tratamento por 15 dias com o probidtico é suficiente
para ativar o sistema RNAI. Quando expostos ao virus, os camardes tratados com o
probidtico geneticamente modificado tiveram uma reducdo significativa (p<0,05) na
carga viral, o que resultou em uma sobrevivéncia de 34%. Nao foram observadas
inclusdes virais nas branquias, cuticula e epitélio gastrico dos sobreviventes. Este estudo
demonstra, pela primeira vez, que uma cepa probiotica geneticamente modificada para
ativar o sistema RNAI contra um gene especifico do WSSV é capaz de reduzir a carga

viral e aumentar a sobrevivéncia do camarao.

Palavras-chave: dsRNA, probidtico, virose, carcinocultura.
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ABSTRACT

Since 1992, the White Spot Syndrome Virus (WSSV) has been causing problems for the
development of shrimp farming worldwide. Among the alternatives to control this virus
is the use of double-stranded RNAs (dsRNAs) to block the expression of viral genes
through the mechanism of RNA interference (RNAI) present in eukaryotes. The
production and delivery of these molecules can be achieved in vitro through commercial
Kits or in vivo through gram-negative bacteria like Escherichia coli. The use of kits
makes treatment more expensive and E. coli has a pathogenic potential. Thus, the use of
probiotic bacteria as bioreactors of dsRNAs can be an interesting alternative. This
dissertation aimed to validate the potential of a probiotic strain of Bacillus subtilis
manipulated for the production of dsRNAs, in the protection of the shrimp Litopenaeus
vannamei against WSSV. For this, the production of these molecules was optimized
with the addition of nutrients to the culture media. The dsSRNAs were extracted and
purified from the probiotic and validated for their ability to activate the RNAI system in
the hemocytes. In addition, the live probiotic was administered to the animals' diet and
assessed for its ability to activate the RNAI system and also for its ability to protect
shrimp against WSSV. The results showed that enrichment of the culture media
significantly (p<0,05) increased the production of dsRNAs by the probiotic. Both the
purified dsRNAs injected into the shrimp and the probiotic administered in the diet were
able to activate the RNAI system, as evidenced by the increased expression of the
related genes sid1l and argonaute2. Also, it was observed that the pretreatment for 15
days with the probiotic is sufficient to activate the RNAI system. When exposed to the
virus, shrimp treated with the genetically modified probiotic had a significant (p<0,05)
reduction in viral load, which resulted in a 34% survival. No viral inclusions were
observed in the gills, cuticle and gastric epithelium of the survivors. This study
demonstrates, for the first time, that a probiotic strain genetically modified to activate
the RNAI system against a specific WSSV gene is capable of reducing viral load and

increasing shrimp survival.

Keywords: dsRNA, probiotic, virus, carcinoculture.
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1 INTRODUCAO

1.1 Importancia e problemas enfrentados na carcinocultura

Com a pesca estagnada desde a década de 80, a aquicultura € um setor em
constante crescimento produzindo e fornecendo pescado para o0 consumo humano. Entre
0s anos de 1961 e 2016 o consumo global de pescado aumentou entorno de 3,2%
superando o crescimento populacional e excedendo o consumo de proteina oriunda de
animais terrestres (2,8%) (FAO, 2018). De acordo com a FAO (2018), a producéo
global de pescado atingiu o pico em cerca de 171 milhdes de toneladas em 2016, com a
aquicultura representando 43% do valor total. Dessa forma a aquicultura tornou-se de
excepcional importancia social e econdmica em diversos paises com a China
predominando no ranking de producao. Concomitantemente, a necessidade dessa pratica
tende a aumentar ainda mais tendo em vista estimativas populacionais ateé 2050
(Nadarajah & Flaaten, 2017).

A carcinocultura € uma das areas que mais crescem na aquicultura. Os camardes
peneideos compdem a familia de camarbes com maior valor comercial, sendo o
camardo branco do Pacifico Litopenaeus vannamei e o camardo-tigre Penaeus monodon
os mais cultivados (Wang et al., 2014). O primeiro € considerado o0 camardo mais
produzido mundialmente em cativeiro sendo responsavel por 53% da producdo quando
comparado a outros crustaceos (FAO, 2018). Isso se deve ao fato de esta espécie ser
tolerante a variacGes ambientais, como salinidade, possuir um bom crescimento e por
também se adaptar facilmente a ragdes comerciais. Contudo, apesar do enorme sucesso,
a criacdo de camardes em sistemas intensivos vem enfrentando graves surtos de doencas
infecciosas (Lakshmi et al., 2013). Dentre as doengas mais preocupantes estdo as
vibrioses como a causada pelo Vibrio parahaemolyticus responsavel pela Doenca de
Necrose Hepatopancreatica Aguda (AHPND) (Muthukrishnan et al., 2019) e as viroses
como a causada pelo Virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV), o Virus da
Mionecrose Infecciosa (IMNV) e também a virose causada pelo Virus da Necrose

Hipodérmica e Hematopoiética Infecciosa (IHHNV).

1.2 Virus da sindrome da mancha branca (WSSV)
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Dentre as doencas virais existentes, a Sindrome da Mancha Branca (WSS) €
considerada a principal responsavel pela mortalidade dos camarfes cultivados. Essa
doenca pode ocasionar quase 100% de mortalidade entre trés e dez dias de infeccéo
proporcionando, desta forma, sérios impactos econdmicos e sociais (Tang et al., 2018,
Wen et al., 2014). Sua ocorréncia foi detectada pela primeira vez em 1992 na China,
seguido das Ameéricas em 1995 (Zhan & Wang, 1998). Nos primeiros surtos dessa
doenca, em 1993 na China foi registrada uma perda de US$ 420 milhdes em uma Unica
temporada. Na Tailandia, no ano seguinte, a perda foi de US$ 650 milhdes e no ano
2000 uma perda de US$ 1 bilhdo nas Américas (Walker & Mohan, 2009). No Brasil, 0s
estados que demonstraram surtos com essa doenca séo: Santa Catarina em 2004, Sul da
Bahia em 2008, Paraiba e Pernambuco em 2011, Rio Grande do Norte em 2014 e 2015
e Ceard em 2016 (Nunes & Feijo, 2017). Até os dias atuais essa doenca € considerada
uma ameaca, sendo presente na lista de notificacdo obrigatéria da World Organization
for Animal Health (OIE) atualizada de 2019.

O virus responsavel pela enfermidade € um virus de dupla fita de DNA
pertencente ao género Whispovirus e familia Nimaviridae com um genoma de
aproximadamente 305 kb (Verbruggen et al., 2016; Yang et al., 2001). A manifestacédo
da doenga se deve a alguns fatores de estresse ambiental no cultivo e fatores
fisiologicos. Mudangas drasticas no pH do cultivo, proliferacdo de bactérias
oportunistas, grande variacdo na temperatura da agua, diminuicdo do oxigénio
dissolvido, como também, altas densidades de estocagem podem contribuir para a
proliferacdo do virus (Nunes & Feijo, 2017). Depois de infectados, esses animais podem
desencadear alguns sinais clinicos como o aparecimento de manchas brancas no
exoesqueleto (Figura 1A), letargia, reducdo da alimentacdo e descoloracdo do
hepatopancreas e expansdo dos cromat6foros no leque caudal (Figura 1B), cuticula
abdominal e cefalotérax (Verbruggen et al., 2016; Nunes & Feijé, 2017). Isso se deve
por esse virus ocorrer em todos os tecidos de origem mesodermais e ectodermais sendo

a cuticula, estbmago e branquias os 6rgao mais afetados (Sun et al., 2013).



10

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

Figura 1- Alguns sinais clinicos desencadeados pela infeccdo com o WSSV.
Adaptado de Nunes e Feijd, 2017. (A) Dep6sitos de calcio na carapaca (B) Expansao
dos cromat6foros no leque caudal quando comparado a um camardo nado infectado (lado

direito).

Nas células infectadas, nucleos tornam-se hipertrofiados representados por
corpos de inclusdo nos tecidos afetados. Nucleos eosinofilos representam uma infecgdo
em estagios iniciais enquanto nucleos basofilos uma infeccdo tardia. Os corpos
intracelulares de inclusdo sdo homogeneamente densos com hematoxilina e eosina. As
inclusdes nucleares sdo Feulgen positivas, e também se tem positividade com técnica de
PAS. Além disso, as células infectadas sdo caracterizadas pela presenca de nucleos
hipercromaticos (Figura 2A) (Lightner, 2011). Com relagdo a morfologia do virus, 0s
virions sdo grandes e assumem um formato de bastdo compostos por um nucleocapsideo
envolto por um capsideo trilaminar (Figura 2B) (Durand et al., 1997; Zhan & Wang,
1998). Levando em consideracdo as vias de transmissdo do virus, estas podem ser
através do canibalismo, consumo de tecido infectados, através de esporos presentes na
agua e de mae para filho (dos reprodutores para as larvas (Nunes & Feijo, 2017). Além
disso, os camarGes ndo sdo 0s Unicos hospedeiros do WSSV mas também outros
decapodes e copépodos. Ainda, 0 virus pode persistir em camardes congelados e ser

transmitidos também depois de cozidos (Durand et al., 2000; Caro et al., 2020).

10
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Figura 2 — Infeccdo do WSSV nas células do camardo L.vannamei (Verbruggen et
al., 2016). (A) Lamina de hematoxilina-eosina demonstrando a inclusdo viral em
diferentes estagios. * Inclusdo eosindfia expandindo para preencher o nicleo. Seta
branca representa a progressao da infeccdo na qual se torna basoéfila. Ja na seta preta,
representa 0s nucleo desintegrando e fusionando com o citoplasma (estdgio mais
avancado da infeccdo). Barra de escala=10 um. (B) Os virions assumem uma forma
ovoide. Seta branca representa o nucleocapsideo dentro de um envelope trilaminar (seta

preta) Barra de escala=100 pm.

A entrada do WSSV nas células hospedeiras basicamente se da pela interacdo de
proteinas do capsidio viral com os receptores do hospedeiro. Dessa forma, proteinas
como VP28, VP24, VP26 e VP19 sdo alvo de estudos ao combate dessa doenca. A
VP28 é a maior proteina presente no envelope nuclear, sendo a principal responsavel
pela interacdo entre o virus e a célula hospedeira. Por esse motivo, é umas das proteinas
mais uitilizadas nos estudos demonstrando protecdo aos animais desafiados (Hulten et
al., 2001; Sarathi et al., 2008). Apo0s interacdo, o virus penetra na célula do animal
através de endocitose até chegada ao nucleo onde acontece sua replicagdo. Neste
momento ele utiliza maquinarias assim como fontes energéticas do préprio hospedeiro
para producdo das proteinas virais. Essa invasdo, pode ocasionar uma série de efeitos
nas células dos hospedeiros como interrompimento do ciclo celular, estresse no reticulo

endoplasmético devido a alta produgdo de proteinas virais, a inibicdo da ligagdo da

11
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ferritina ao ferro impedindo que o animal retenha esse nutriente e o interrompimento do
processo de apoptose 0 que é um mecanismo imune contra a replicacdo viral ( Leu et
al., 2013; Verbruggen et al., 2016) (Figura 3). O WSSV imunodeprime 0s animais

comprometendo o sistema imune e deixando-os sucetiveis a outras doencas.

I Receptor do
hospedeiro

R

.4&6 . (O Envelope
Q,‘b‘ Endossomo livre

@ Proteina viral

X( [ ] == Membrana
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@ Nicleocapsideo

.
y Y
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Expressdo dos genes
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| Efeitos no hospedeiro
/ / \4\‘;
Interferéncia Estresse no Afeta _
. s Interrupcéo
na divisdo reticulo estocagem de d A
celular endoplasmético ferro a apoptose

Figura 3 - Entrada e interacdo do WSSV com a célula hospedeira (Adaptados de
Verbruggen et al., 2016). Apoés interacdo com receptores do hospdeiro o virus entra na
célula por endocitose mediado por Clatrina viajando no interior dos endossomos. Com a
baixa de pH o virus se liberta dos endossomos indo em direcdo ao nicleo onde ira
expressar 0s genes virais. Apos replicacdo pode desencadear processos de interferéncia
na divisdo celular do hospedeiro, estresse no reticulo endoplasmatico, afetar na

estocagem de ferro como também inibir o processo de apoptose pelo organismo.

Muitos estudos vém sendo desenvolvidos com a finalidade de combater essa
virose como, a utilizacdo da proteina VP28, utilizacdo de microRNAs, acdes de manejo
de producéo, selecdo de reprodutores e larvas livres dessas doencas e estudos de
inducdo do sistema imune (Janewanthanakul et al., 2020; Rahman et al., 2018,

Taengchaiyaphum et al., 2017, Wang & Zhu 2018). O grande problema que circunda o

12
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desenvolvimento de uma forma de combate eficiente contra 0 WSSV é a inexisténcia de
um sistema imune adaptativo em crustaceos, ou seja, ndo possuem a capacidade de
meméria celular. Entretanto, Kurtz e Franz (2003) sugerem a existéncia de uma
meméria imunoldgica especifica no copépode Macrocyclops albidus. Para o combate
aos patdgenos grande parte dos invertebrados (incluindo os crustaceos) depende apenas
do sistema imune inato composto por uma defesa celular e humoral. A defesa humoral
consiste na producdo de peptideos antimicrobianos (AMPS), reacdes intermediarias de
oxigénio ou nitrogénio e o complexo de cascata enzimatico que regula a coagulagdo ou
melanizacdo da hemolinfa. J& a defesa celular, € composta por tipos de hemdcitos
responsaveis por realizar a fagocitose de microrganismos ou encapsul¢do e reagdes
citotoxicas (Jiravanichpaisal et al., 2006). Alternativamente, existe um mecanismo
natural chamado RNA de interferéncia que é capaz de degradar moléculas virais a partir
de duplas fitas de RNA especificas impedindo a replicacéo viral.

1.3 RNA de interferéncia (RNAI)

O RNAI basea-se no controle de expressdo génica através do silenciamento
génico pos-transcricional com a utilizacdo de duplas fitas de RNA enddgenas ou
exogenas (miRNAs ou dsRNAs) degradando por homologia 0 RNA mensageiro alvo
(Figura 4) (Itsathitphaisarn et al., 2017). Esse mecanismo € conservado em eucariotos
como plantas, artropodos e mamiferos o qual foi descoberto primeiramente no verme
Caenorhabditis elegans (Fire et al., 1998). As dsRNAs, primeiramente sdo clivadas pela
RNase Il Dicer em fragmentos de aproximadamente 22 nucleotideos os chamados
“small interfering” RNAs (siRNAs) para posteriormente atuarem no “RNA-induced
silencing complex” (complexo RISC) (Bernstein et al., 2001; Hammond et al., 2001).
Este complexo é composto por uma enzima chamada Argonauta (Ago) a qual possui
atividade catalitica utilizando a fita ndo codificadora do siRNA para encontrar 0o mMRNA
complementar para a clivagem do mesmo (Wilson & Doudna, 2013). Levando em
consideracdo as dsSRNAs exdgenas, ja foi identificado que estas sdo internalizadas até o
citoplasma das células através de uma proteina transmembrana chamada “systemic RNA
interference defective” (Sidl) (Shih & Hunter, 2011). Em L. vannamei todas as
proteinas que atuam no mecanismo de RNAI (Lv-Dicer, Lv-Ago e Lv-Sidl) ja foram

identificadas e caracterizadas (Chen et al., 2011; Labreuche et al., 2010).
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Em insetos existem dois tipos de células que envolvem os diferentes
mecanismos de RNAI, as células autbnomas e ndo autdbnomas. Nas células autbnomas o
silenciamento pelas dsRNAs é limitado ao local em que foi injetada essas moléculas, ja
nas células ndo autdbnomas, a interferéncia acontece ndo somente no local em que esté
em contato com as dsRNAs onde o sinal é passado para outras células e tecidos. Sendo
assim outros dois conceitos de RNAI surgiram como RNAIi ambiental e RNAI
sisttmico. O RNAI ambiental acontece pela absor¢do das dsRNAs do ambiente como
por exemplo absorvidas do lumen intestinal. O RNAI sistémico leva em consideracéo a
passagem do sinal de silenciamento entre as células e também entre tecidos, o que
indica que a interferéncia ndo acontece somente na célula na qual foi colocada em
contato com as dsRNAs (Huvenne & Smagghe, 2010) (Figura 5).

P RNA viral crop ™

Viris

RNA exogeno
\ sFRNA
-
SFRNA \
Gene micro RNA
mANA i / ‘ \
bbbt P @
rac aNA
v S, — WG || Polimerase
AV AY, N
Clivagem e WA @ WA
degradaco do * * ons
e Supressso da Inibicdo da sintese de RNA
sintese proteica Condensacdo da cromatina

Figura 4 - Mecanismo de RNAI na degradacédo do RNA endogeno e exdgeno (Fire
& Mello, 2006). Atuacdo da enzima Dicer e do complexo RISC. (1) Destruicdo do RNA
viral invasor, (2) Eliminacdo de elementos de transposicéo, (3) Sintese enddgena de
pequenos RNAs, (4) Silenciamento da transcri¢do pelo RNAI e (5) maquinaria também

utilizada em siRNAs exdgenos introduzidos experimentalmente.
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Figura 5 - Mecanismos de RNAIi em células autbnomas e ndo autbnomas
envolvendo RNAI sistémico e RNAI ambiental (adaptado de Huvenne & Smagghe,
2010). A primeira linha representa as células autbnomas do RNAI onde uma molécula
de dsRNA é aplicada a uma célula normal acontecendo o silenciamento apenas nesta
célula. No RNAIi ambiental (linha seguinte) a dSRNA ¢ absorvida do ambiente celular
onde o efeito de silencimento acontece em todas as células que podem absorver essa
molécula. J& o RNAI sistémico (Gltima linha) abrange os processos pelos quais o sinal

de silenciamento ¢ passado da célula que o dsRNA é aplicado para outras células.

Dessa forma, o mecanismo de RNAI tem sido alvo de pesquisas como uma
ferramenta ao combate de doencas como a WSS com a utilizacdo de dsRNAs
relacionadas a algum gene viral. Uma das regiGes mais utilizadas para a producdo das
dsRNAs é o gene codificador da proteina VP28 por ser uma das atuantes na interacao
patdgeno-hospedeiro. Esta ja vem demonstrando resultados no aumento da protecdo
contra 0 WSSV (Taengchaiyaphum et al., 2017). Dessa maneira, diferentes estudos sdo
desenvolvidos a fim de descobrir a melhor metodologia de producdo e entrega das
dsRNAs ao camar@es. Dentre esses, esta a producdo sintética através de Kits comerciais
pelo método de injecdo intramuscular (Feijo et al., 2015) ou até mesmo utilizando
microorganismos geneticamente modificados para a producdo dessas moléculas sendo
essas purificadas ou o proprio organismo administrado na alimentagdo como a

Escherichia coli HT115 (Posiri et al., 2013; Attasart et al., 2013) e com a microalga
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Chlamydomonas reinhardtii (Charoonnart et al., 2019). Ambas metodologias resultaram
positivamente na protecdo contra viroses. Porém a utilizacdo de Kits comerciais
encarece 0 processo, além disso a inje¢do intramuscular é inviavel em larga escala. Com
relagdo aos organismos, a utilizacdo de bactérias gram-negativas como E. coli pode
causar alguma patogenicidade ao consumidor (Siddhnath et al., 2018) e a utilizacdo da
microalga torna o método laborioso tendo em vista a ndo colonizacdo intestinal desses
organismos no camardo L. vannamei. Uma outra alternatina é a utilizacdo de
organismos probidticos modificados geneticamente para producdo das moléculas
antivirais demonstra uma alternativa promissora frente ao cenario atual visto as
propriedades benéficas que estes microrganismos podem proporcionar aos camarfes

alem de facil manipulacédo genética.
1.4 A utilizag&o de probidticos na carcinocultura

A palavra probiotico vem do Latim “pro” que significa a favor e “bios” que
significa vida; probioticos sdo microrganismos vivos que quando utilizados melhoram a
salde do hospedeiro (Banerjee & Ray, 2017; Newaj-Fyzul et al., 2014). O combate as
doencas nos cultivos é constante, onde qualquer alteragdo em parametros como pH,
oxigénio dissolvido, diéxido de carbono entre outros, podem facilitar o crescimento de
patogenos (Banerjee & Ray, 2017). Sendo assim, 0s estudos com probioticos, floresceu
em resposta a preocupacdo com o uso frequente de antibidticos os quais acabam
propiciando resisténcia nessas bactérias patogénicas, as quais podem ser transmitidas
para humanos devido a ingestdo desses animais contaminados (Banerjee & Ray, 2017;
Tanwar et al., 2014). O uso continuo desses antibidticos acaba fazendo com que as
bactérias naturais da flora desses animais sejam mortas afetando todo o sistema
imunologico, fisioldgico e nutricional destes, deixando-0s vulneraveis a muitas doencas
(Banerjee & Ray, 2017; Maynard et al., 2012).

Pesquisas vem evidenciando os beneficios no uso dos probidticos no camaréo L.
vannamei. Melhorias no crescimento, na resposta imune, qualidade da agua do cultivo,
como também na resisténcia a doencas entre outras ja vém sendo relatadas por alguns
pesquisadores (Xie et al., 2019; Kewcharoen & Srisapoome, 2019). Na criagédo de
peixes, microrganismos do género Bacillus proveram um aumento do crescimento,

maior utilizacdo da racdo, melhoria na resposta imune, protecdo contra doengas, bem
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como melhoria na qualidade de 4gua (Kuebutornye et al., 2019). Bacillus subtilis € uma
das espécies listadas e consideradas como probidtica de acordo com “Generally
Recognized as Safe” (GRAS). Esta bactéria é gram-positiva ndo patogénica, aeroébica,
produtora de enddsporos, comumente encontrada no solo e formadoras de biofilme
(Wang et al., 2015; Romero, 2013) (Figura 6).

Figura 6 — Morfologia de B. subtilis (Adaptado de Wahlen et al., 2018). B. subtilis no
processo de formacédo de biofilme. As barras de escala no canto inferior de cada imagem

representam 3um.

Segundo Hostins et al. (2017), a utilizacdo de B. subtilis juntamente com uma
mistura comercial utilizado na dieta do camardo L. vannamei além de ser eficaz na
diminuicdo da densidade de Vibrio sp., possui a capacidade de colonizar o trato
intestinal desses animais. Além disso, a cepa 168 desse microrganismo foi a primeira
ndo patogénica manipulada geneticamente (Anagnostopoulos & Spizizen, 1960). Sua
manipulacdo genética é considerada relativamente simples devido a natural capacidade
de tornar-se competente a fim de receber DNAs exdgenos pela ativacdo de genes de
competéncia como 0s genes comK e comS (Anagnostopoulos & Spizizen, 1960;
Hamoen et al., 2003). Dessa maneira, € atualmente utilizado na producéo de compostos
de interesse industrial (Wang et al., 2019), como também na producdo de proteinas
heterdlogas de interesse na aquicultura (Santos et al., 2019). Porém apesar da facilidade
na manipulacdo genética para a producdo de proteinas recombinantes, para a
manipulacdo com finalidade de producdo de dsRNAs é necessario a dele¢do do gene rnc
presente nessa bactéria. Esse gene codifica para uma ribonuclease do tipo Il
responsavel pela clivagem de duplas fitas de RNA (Durand et al., 2012) o que pode
impossibilitar a producdo dessas moléculas se este gene ndo for deletado. Segundo

Durand et al. (2012), esse gene para B. subtilis possui uma funcéo antiviral protegendo
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este organismo contra a expressdo de toxinas produzidas por profagos através do

mecanismo antisense.
2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo geral a validacdo do probidtico B.
subtilis manipulado para producdo de dsRNAs na ativagdo do mecanismo de RNAi e a
sua atuacao no controle da replicacao viral do WSSV no camaréo L. vannamei.

2.2 Objetivos especificos
Q) Otimizagdo da producéo das dsRNAs pelo probidtico B. subtilis manipulado;
(1) Purificagdo e validagdo das dsRNAs na ativagdo do mecanismo de RNAI

pelas dsSRNAs produzidas pelo probidtico atraves de expressdo génica nos

hemécitos do camardo L. vannamei;

(11 Validagédo do probidtico administrado vivo na dieta do camardo L. vannamei
na ativacdo do mecanismo de RNAI através da expressdo génica nos

hemacitos;
(1V) Desafio viral com camardes previamente alimentados com o probiotico a fim

de avaliar a taxa de sobrevivéncia, carga viral e a presenca de inclusées

virais na cuticula, branquias e epitélio gastrico.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Universidades envolvidas

Universidade Federal do Rio Grande (FURG): Foram realizados os ensaios da

validacdo da ativacdo do RNAI pelas dsRNAs e pelo probidtico no Laboratdrio de
Carcinocultura e as anélises histopatoldgicas no Laboratério de Imunologia e Patologia
de Organismos Aquaticos (LIPOA), ambos localizados na Estacdo Marinha de
Aquacultura (EMA) do Instituto de Oceanografia (10). As analises moleculares foram
realizadas no Laboratorio de Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(ICB).

Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC): O ensaio de desafio viral foi

realizado no Laboratorio de Imunologia Aplicada a Aquicultura pertencente ao
Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética, o qual possui autorizacao
da CIDASC (Companhia Integrada de Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina)
para realizar ensaios com WSSV (oficio nimero 0274/GAB, emitido em 27/03/2013).

Universidade Federal do Ceara (UFC): As analises de carga viral foram

realizadas no Centro de Diagndstico de Enfermidades de Organismos Aquaticos
(CEDECAM) do Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR).

3.2 Obtencdo das cepas e manutencdo dos animais

Foram utilizadas duas cepas variantes da espécie Bacillus subtilis 168 (KMO (Bs)
e JJBs3 (Bs/dsRNA)). A cepa KMO foi utilizada no experimento como cepa controle, a
qual ndo foi manipulada para a producdo das dsRNAs. Brevemente, para gerar a cepa
JJBs3 foi utilizada a cepa KMO para a insercdo de genes de competéncia, seguida de
delecdo do gene rnc que codifica para uma RNase I11 que degrada duplas fitas de RNA.
Em seqguida, foi inserida uma construcdo genética constituida pelo promotor
bidirecional Py, controlando a expressdo do gene VP28 do WSSV. A manipulacdo da
cepa foi realizada por Costa Filho (2019). O promotor Py, é caracterizado por controlar
0 gene ylbP, expresso na fase estacionaria de crescimento, que codifica para a N-
acetiltransferase, enzima que atua na modificacdo pos-traducional em B. subtilis (Yu et
al., 2015).
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Os camardes utilizados foram oriundos da Estacdo Marinha de Aquacultura
(FURG) onde estavam sendo criados em sistema de bioflocos. As pds-larvas foram
oriundas da empresa Aquatec (Canguaretama, RN), da linhagem Speed Line. Todos 0s
experimentos foram realizados em 4gua clara onde os animais foram aclimatados
previamente ao inicio dos tratamentos e averiguados parametros fisicos e quimicos da
agua durante todo o periodo experimental. Além disso, foi realizada troca de agua diaria
de acordo com a necessidade de cada experimento mantendo 0s niveis dos compostos
nitrogenados abaixo dos niveis minimos de tolerdncia dos animais. A alimentagdo foi
fornecida diariamente duas vezes ao dia com a ragdo para camardes juvenis da empresa
Guabi de acordo com 5% da biomassa. Para as coletas, os animais foram finalizados

através do método de hipotermia.

3.3 Enriquecimento do meio de cultivo em diferentes condi¢bes de nutrientes para

producdo das dsRNAs

Com o intuito de avaliar o meio no qual favorece melhor condicdo nutricional
para a producdo das dsRNAs, a cepa JJBs3 foi cultivada em meio minimal salts de
Anagnostopoulos & Spizizen (1960) utilizado nos protocolos de transformacdo de B.
subtilis com a utilizacdo de glicose e hidrolisado de caseina sendo cultivados overnight
a 37°C e 250 rpm. No dia posterior foi preparado o mesmo meio, porém contendo
diferentes concentracdes de glicose e hidrolisado de caseina sendo a primeira
concentracdo glicose 0,5% e hidrolisado de caseina 0,02% (concentracdo normal), duas
vezes (glicose 1% e hidrolisado de caseina 0,04%) e quatro vezes concentrado (glicose
2% e hidrolisado de caseina 0,08%). Para a producdo das dsRNAs, o indculo da cepa
cultivada anteriormente foi utilizado diluindo os novos cultivos até densidade otica
(ODsoonm) 0,1 e cultivados overnight a 37°C e 250 rpm. A extracdo das dsRNAs foi
através do método ja utilizado em Escherichia coli HT115 (Attasart et al., 2011), com
acréscimo de lisozima a 20 mg/mL na etapa de lise celular (Kit Purelink Genomic
DNA). As amostras foram observadas em gel de agarose 1%, a quantificacdo foi feita
pelo programa 1 DscanEX (licenca Scanalytics, Rockville, MD) e a andlise estatistica
pelo teste-t de Student's (p<0,05).

3.4 Validacao das dsRNAs na ativacdo do mecanismo de RNAI
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Este experimento foi realizado para averiguar o potencial das dsRNAs
produzidas pelo probiético na ativagdo do mecanismo de RNA.. Para isto, a cepa JJBs3
foi cultivada nas mesmas condicGes utilizadas no item acima descrito, porém na
condicdo de quatro vezes concentrado de glicose e hidrolisado de caseina, assim como a
mesma metodologia na extracdo das dsRNAs foi utilizada. Apo6s extracdo, as dsSRNAs
foram diluidas em solucdo salina (NaCl 10 mM, Tris-HCI 10 mM e EDTA 1 mM) e
injetadas intramuscularmente nos animais 100 puL na proporcéo de 3 pg/g de camardo.
Este experimento de injecdo baseou-se em dois tratamentos em triplicata em tanques de
150 litros contendo 30 animais cada tanque com peso médio de 10 gramas. Dessa
forma, os tratamentos foram divididos em grupo controle, no qual foi injetado somente
solucéo salina, e o grupo injetado com as dsRNAs extraidas da cepa JIBs3. Sete dias
apos a injecéo foi coletado 400 pL de hemolinfa de seis animais por tanque totalizando
18 animais por tratamento em uma proporcdo de anticoagulante (SIC-EDTA) 1:1 e

condicionadas no gelo para extracdo de RNA dos hemacitos.

3.5 Utilizacéo das cepas de B. subtilis na alimentacdo do camaréo L. vannamei

Este experimento teve a finalidade de avaliar a ativacdo, pelo probiotico, do
sistema de RNAI nos hemocitos do camardo. Para isso, o probiotico foi administrado na
dieta dos camardes seguindo o seguinte desenho experimental: trés tratamentos em
triplicata com 40 animais em cada tanque de 150 litros com camardes com média de
peso de 6 gramas. Os grupos experimentais foram divididos em: 1) controle, o qual
recebeu somente racdo comercial umedecida com solucdo de NaCl 0,9%, 2) tratamento
com a cepa B. subtilis KMO (Bs) (controle negativo na ativacdo dos genes) e, 3) 0 grupo
com a cepa JJBs3 (Bs/dsRNA) na racdo. Para o preparo da racdo contendo 0s
probidticos, as duas cepas KMO e JIBs3 foram cultivadas nas mesmas condic6es
descritas no item 3.3 com a utilizacdo de glicose e hidrolisado de caseina quatro vezes
concentrado em relagdo a concentracdo normal. Apos o cultivo, foi verificado a ODeoonm
e padronizadas ambas as cepas para 1,6 a qual foi centrifugada a 5000 g por 10 min a
4°C. Apéds centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e foi acrescentado 2 mL de
solucgéo salina (NaCl 0,9%) para lavagem do pellet repetindo esse processo duas vezes
(método adaptado de Zokaeifar et al. (2012)). Posteriormente a lavagem, foi adicionado
ao pellet 10% de solucéo salina em relagdo a quantidade de racdo sendo suficiente para

umedecé-la. A quantidade do probidtico homogeneizada na ragdo baseou-se na
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proporgdo da quantidade de ragdo ofertada aos animais, sendo assim 2 mL para cada
grama de ragdo, ofertando sempre 5% da biomassa dos camardes. Este processo foi
executado diariamente garantindo, assim, a entrega do méaximo de probidtico vivo aos
animais.

Apods 15 e 30 dias, foi coletada hemolinfa de 18 camar@es por tratamento. No
primeiro e no Ultimo dia experimental também foram realizadas biometrias de todos 0s

animais.
3.6 Extracdo de RNA dos hemacitos, sintese do cDNA e expressao génica

Imediatamente apos a coleta, as amostras foram centrifugadas a 2.500 g a 4°C
por 20 min para obtencdo dos hemaocitos. Logo apos, o sobrenadante foi descartado e
adicionado ao pellet 1 mL de Trizol (Life technologies, Brasil), seguindo o protocolo do
fabricante para extragdo de RNA total. O RNA extraido foi tratado com DNase |
(Invitrogen, Brasil) e, posteriormente, quantificado por espectrofotometria (Biodrop,
Isogen). Para obtencdo do cDNA foi utilizado o High Capacity cDNA Reverse
Transcription kit (Applied Biosystems, Brasil).

As analises de expressdo génica, foram realizadas de acordo com Livak e
Schmittgen (2001), utilizando os primers descritos por Feijo et al. (2015), mostrados na
Tabela 1. Anterior as analises de expressao génica, foi realizada a eficiéncia dos primers
em diluicdes seriadas. A diluicdo escolhida do cDNA foi de 2 vezes e as reacdes, tanto
de eficiéncia quanto de expressdo, foram realizadas com o PowerUP SYBR Green
Master Mix kit (Applied Biosystems, Brasil), seguindo a programacdo de 50°C/2 min,
95°C/2 min seguido de 40 ciclos de 95°C/15 seg e 60°C/15 min. Os genes utilizados
como normalizadores foram p-actina e Eflia e 0s genes alvo foram sidl, dicer2 e
argonauta2. Todas as reacdes foram realizadas na 7500 Real-time PCR system (Applied
Biosystems, Brazil). A estabilidade dos normalizadores foi analisada através do
software geNorm VBA applet for Microsoft Excel. A expressdo dos genes foi analisada
através de ANOVA de uma via (p<0,05) seguida de Teste de Tukey, comparando as
expressdes de cada gene entre os tratamentos em cada tempo de coleta. Foi utilizado
como teste de normalidade o Kolmogorov-Smirnov e de homocedasticidade o teste de
Bartlett.
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Tabela 1 - Sequéncia dos primers utilizados nas reagdes de qPCR.

Gene Primer senso (5°-3°) Primer antisenso (5°-3°) Amplicon (pb) GenBank
dicer2 AGGAAATGCAATGTCGTGGTT ACGAGCCCTCCCCCTAGATT 7 HQ541163
sidl GAAGCGATTGGCAGTCTATGAAC TGGAAGCCTATCTCTGCAACTTG 62 HM234688
argonaute2 GATGGCATGAAGTCTGCAGTTG TGCGCACGACCATCACTAAG 61 HM234690
efla CCACCCTGGCCAGATTCA GCGAACTTGCAGGCAATGT 75 DQ858921
p-actin CATCAAGGAGAAACTGTGCT GATGGAGTTGTAGGTGGTCT 114 AF300705

3.7 Desafio viral
3.7.1 Pré-tratamento

Anteriormente ao inicio do experimento, os animais foram analisados quanto a
presenca do WSSV, os quais demonstraram estar livres deste patdgeno. Antes do
desafio viral os animais foram pré-tratados com a cepa probidtica manipulada
geneticamente durante 15 dias para ativacdo do mecanismo de RNAI. Para o preparo da

racao a cepa JJBs3 foi cultivada nas mesmas condi¢des descritas no item 3.5.

No ensaio, os animais de 3 g foram alocados em tanques de 150 litros onde
foram divididos em dois grupos experimentais: grupo controle, aquele que recebeu
somente racdo comercial, e 0 grupo que recebeu o probiodtico que produz as dsRNAS
contra a virose. Esses animais foram pré-tratados durante o periodo de 15 dias na
Estacdo Marinha de Aquacultura — EMA (FURG) até o momento da infec¢do. No grupo
que recebeu a cepa, esta foi inserida na racdo de acordo com o experimento anterior em
uma propor¢do 2:1 (bactéria:iracdo). Passado esse periodo, os animais foram
transportados por 800 km via terrestre até o Laboratério de Imunologia Aplicada a
Aquicultura — LIAA (UFSC).

3.7.2 Manutencao dos animais utilizados e transporte

Os parametros fisico-quimicos da agua foram averiguados diariamente, a
alimentacdo administrada foi de acordo com 5% da biomassa e as trocas de agua foram

realizadas a cada dois dias. ApOs o pré-tratamento (item 3.7.1), os animais foram
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transportados para o Laboratorio de Imunologia Aplicada a Aquicultura da UFSC. No
dia do transporte, os animais foram aclimatados com baixa de temperatura gradual até
aproximadamente 20°C. Paralelamente, foi preparada uma A&gua tratada nesta
temperatura para evitar o choque térmico no momento do ensacamento. Para o
transporte os animais com peso médio de 3 gramas foram ensacados com 15 litros de
agua totalizando 25 animais por saco. Além disso, em cada saco foi injetado oxigénio.
Quatro sacos por tratamento foram devidamente identificados e transportados com dois
sacos em cada caixa de isopor para manter a temperatura em 20°C.

Na UFSC, foram preparados dois tanques de 150 litros para cada tratamento na
pré-sala de infeccdo onde foi mantida a &gua com temperatura similar a do transporte.
Apobs a chegada dos animais, primeiramente os sacos foram colocados dentro dos
tanques para aclimatacdo por 15 minutos para evitar estresse térmico para, entdo, a
abertura dos sacos. Antes da liberacdo dos animais, foi realizada a mistura da agua em
gue 0s animais estavam sendo transportados, com a 4gua a nova para evitar um estresse

osmotico devido a diferenca de salinidade.
3.7.3 Preparacao do indculo viral e infeccao

O in6culo viral foi preparado a partir do tecido de camardes infectados com o
WSSV, de acordo com Prior et al (2003) e adaptado por Gongalves et al (2014).
Brevemente, foi utilizado tecidos abdominais de animais infectados, os quais foram
homogeneizados com solucdo salina estéril (330 mM NacCl, Tris 10 mM, pH 7,4) (1:10
p/v) com auxilio de um liquidificador manual. Essa mistura foi submetida a
centrifugacdo a 2.000 g por 20 minutos a 4°C e ap0s esse processo, o sobrenadante foi
filtrado por um filtro de membrana de 0,45 pm. O indculo utilizado no experimento foi
previamente preparado e cedido pelo grupo do Laboratério de Imunologia Aplicada a
Aquicultura da UFSC.

A carga viral escolhida para o desafio foi aquela que causa 50% de mortalidade
em 7 dias de infeccdo de acordo com testes anteriores. Os tratamentos foram realizados
em triplicata totalizando 36 animais por tratamento. Para a infec¢do, o indculo puro foi
diluido em Tris NaCl pH 7,2 de forma seriada até obter a diluicdo necessaria. Um

volume de 50 pL da diluicdo mais 50 pL de Tris NaCl foi injetada nos respectivos
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tratamentos entre o segundo e o terceiro segmento abdominal. Apos infecgdo, foi
acompanhada a mortalidade.

3.7.4 Coletas e analises

Apobs 15 dias de alimentagdo com o probidtico, foi coletada hemolinfa de 12
animais de cada tratamento para verificar se o sistema de RNAI estava ativo (analises de
expressao de acordo com o item 3.6) e pledpodos para carga viral basal. No final do
experimento, também foram coletados pledpodos e alguns animais para analises

histoldgicas.
3.7.5 Carga viral e histopatologia

Para analise de carga viral, os pledpodos foram coletados e armazenados em
etanol 70%. O DNA foi extraido com o protocolo padrédo PClI-proteinase K (Sambrook
et al., 1989) e quantificados pelo Biodrop. Apds quantificacdo, todas as amostras foram
padronizadas em 100 ng/pL para entdo a realizacdo da carga viral. As copias do virus
foram quantificadas por qPCR Tagman. Cada reacdo teve um volume total de 10 pL
contendo 5 pL Platinum Quantitative PCR SuperMix-UDG (Invitrogen) 0.3 pL
PRIMER F (TGGTCCCGTCCTCATCTCAG) e 03 pupL PRIMER R
(GCTGCCTTGCCGGAAATTA) (10 pm), 0.15 pL da sonda Tagman FAM-
AGCCATGAAGAATGCCGTCTATCACACA-TAMRA, 3.25 puL de agua e 1 pL do
DNA padronizado (Durand & Lightner, 2002). Similarmente preparado, o controle
negativo ao invés do DNA foi adicionado 1 pL de agua. Para o controle positivo foi
utilizado uma curva de diluicdo seriada 10%, 103, 10% 10° 10° 107 e 10%® copias
utilizando o plasmideo pTOPO-WSSV. Todas as amostras foram realizadas em

duplicata.

Para histopatologia os animais foram injetados e armazenados com solucédo de
Davidson (11,5% de acido acético, 22% de formalina, 33% de etanol) por 48 horas
depois de transferidos para alcool 70%. O tecido foi desidratado com o uso de alcool em
concentracdes crescentes, clarificadas em xileno e incorporados em parafina a 60°C.
Regides do cefalotérax como branquias, hepatopancreas, assim como segmentos do

abddmen foram selecionados e encaminhados para o preparo e coloracdo com
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hematoxilina-eosina (Bell & Lightner, 1988) para visualizacdo dos corpos de inclusdo
do WSSV (Lightner, 2011).

3.7.6 Analises estatisticas

As analises estatisticas das expressbes génicas foram realizadas teste-t de
Student (p<0,05). A carga viral foi analisada por ANOVA de uma via (p<0,05), seguida
de Teste de Tukey. Foi utilizado como teste de normalidade o Kolmogorov-Smirnov e
de homocedasticidade o teste de Bartlett. Ja para os dados de mortalidade foi aplicado o
teste de Long-Rank estimado pela metodologia Kaplan-Meier para curva de

sobrevivéncia.
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4 RESULTADOS

4.1 Enriquecimento do meio de cultivo em diferentes condi¢cbes de nutrientes para
producdo das dsRNAs

Os resultados demonstraram que entre a concentracdo normal e duas vezes
concentrada ndo houve diferenga significativa (p>0,05). Quando comparado a
concentracdo de duas e quatro vezes, os dados mostraram-se significativamente
diferentes (p<0,05) com um aumento de duas vezes na producdo das duplas fitas de
RNA. J& na comparagdo entre a concentracdo normal e quatro vezes foi observado
diferenca significativa (p<0,05) com aumento de dez vezes na producdo das dsRNAs

(Fig. 7).

6000

4000

dsRNA production

0

CN 2x 4x

Figura 7: Producéo das dsRNAs em diferentes condic¢des nutricionais. (A) Foto do
gel de eletroforese no qual foi utilizado o marcador 1 kb plus (M) para comparar o
tamanho das dsRNAs. CN representa a concentracdo normal de nutrientes (glicose 0,5%
e hidrolisado de caseina 0,02%); 2x (glicose 1% e hidrolisado de caseina 0,04%); e 4x
(glicose 2% e hidrolisado de caseina 0,08%); (B) Grafico da quantificacdo das dsSRNAS.
As barras indicam a média da concentracdo das dsRNAs produzidas no determinado
tratamento com desvio padrdo. * indica diferenca estatistica pelo teste-t de Student
(p<0,05).

4.2 Validacéo das dsRNAs na ativagéo do mecanismo de RNAI

Nao foi observada nenhuma mortalidade durante todo o experimento, assim

como também o crescimento dos animais ndo foi afetado pela injecdo das dsRNAs.
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Com relacdo as expressdes génicas, 0s genes sidl e argonauta2 (ago2) foram induzidos
1,5 e 2 vezes, respectivamente, em relacdo ao grupo controle. O gene dicer2 ndo foi
induzido pelas dsRNAs (Figura 8).
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Figura 8 - Expressao relativa dos genes sidl, dicer2 e argonauta2 apds 7 dias da
injecdo das dsRNAs no camarao L. vannamei. Ctr: grupo controle no qual os animais
foram injetados com solucdo salina (NaCl 0,9%); dsRNA: grupo no qual foram
injetados com as dsRNAs purificadas produzidas pelo B. subtilis. As barras indicam a
média da expressdo de cada gene no determinado tratamento com erro padrdo. *

indicam diferenca significativa pelo teste-t de Student (p<0,05).

4.3 Utilizacao das cepas de B. subtilis na alimentacdo do camardo L. vannamei

Durante todo o periodo experimental ndo foi observada mortalidade assim como
o crescimento dos animais ndo foi afetado apos 15 e 30 dias alimentados com racao
suplementada com os probio6ticos em relacdo ao grupo controle. Apds o periodo de 15
dias nos quais foram administrados os probidticos aos camardes, o gene sidl e
argonauta2 foram induzidos no grupo tratado com a bactéria na qual produz as dsSRNAs
(Bs/dsRNA) quando comparado aos demais grupos, sendo sidl induzido 2 vezes e
argonauta? 3,2 vezes. O gene dicer2 ndo apresentou diferenca estatistica (p>0,05) entre

0s grupos (Figura 9A).
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No final do experimento, apds 30 dias, permaneceu o padrdo de inducdo dos
genes sidl e argonauta2, onde sidl permaneceu significativamente 2 vezes mais
induzido e o argonauta2 3,8 vezes mais no grupo Bs/dsRNA quando comparado ao
demais grupos experimentais. O gene dicer2 ndo demonstrou diferenca estatistica
(p>0,05) (Figura 9B).

. 47 argonauta
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Figura 9 - Expressao relativa dos genes sidl, dicer2 e argonauta2 de L. vannamei
apos 15 e 30 dias alimentados com os probidticos. (A) Expressdo 15 dias apos
alimentacdo com os probioticos; (B) Expressdo apds 30 dias alimentacdo com 0s
probidticos. Ctr: grupo controle no qual ndo foi administrado nenhum dos probidticos;
Bs: grupo alimentado com probidtico sem producdo das dsRNA e Bs/dsRNA: grupo
que recebeu o probidtico produtor das dsRNAs contra o virus. As barras indicam a
média de cada gene no determinado tratamento com erro padrdo. Letras diferentes

indicam diferenca significativa (p<0,05).
4.4 Desafio viral

4.4.1 Expressao dos genes do mecanismo de RNAI
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Apos o periodo de 15 dias alimentando os animais com o probidtico foi possivel
confirmar a ativagdo do mecanismo de RNAI. O gene sidl foi 4 vezes mais induzido no
grupo tratado com o probidtico com relacdo ao grupo controle e 0s genes dicer2 e
argonauta?2 foram 3 e 4 vezes induzidos, respectivamente (Figura 10).
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Figura 10 - Expressao relativa dos genes relacionados ao mecanismo de RNAI. Ctr:
grupo controle no qual foi alimentado apenas com racao comercial. Bacillus: o grupo
que recebeu o probiotico manipulado para producdo das dsRNA. As barras indicam as
médias dos valores de expressdo com erro padrao. * indicam diferenca significativa pelo
teste-t de Student (p<0,05).

4.4.2 Sobrevivéncia e carga viral

No grupo tratado com a cepa probiotica foi observada sobrevivéncia de 34%. No
grupo controle, como esperado, foi observado 100% de mortalidade em 15 dias apds
infeccdo, enquanto que no grupo tratado foi observada uma estabilizacdo da mortalidade
a partir de 9 dias apds a infeccdo, seguindo sem mortes até o final do experimento. No
altimo dia foi observada uma diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos
(Figura 11).
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Figura 11 - Curva de sobrevivéncia apos infeccdo com o WSSV. D.p.i significa dias
pos infeccdo. * Indica diferenca significativa. Teste de Long-Rank estimado pela

metodologia Kaplan-Meier.

As analises de carga viral demonstraram que o tratamento que recebeu a cepa
probidtica foi capaz de diminuir a replicacdo viral ndo demonstrando diferenca

estatistica com o grupo pré-infeccéo (Figura 12).
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Figura 12 - Carga viral desafio WSSV. Pré inf significa a carga viral dos animais
antes da infeccdo; Pds inf Ctr representam os animais do grupo controle apos a
infeccdo e PoOs inf Bac representa o grupo de animais que foram infectados e que
receberam o probidtico manipulado para a producdo das dsRNAs antivirais. As barras
representam as medias das cargas Vvirais. Letras diferentes indicam diferenca

estatisticamente significativa (p<0,05).
4.4.3 Histopatologia

As andlises histopatoldgicas demonstraram que anteriormente a infeccdo, o0s
principais 6rgdos normalmente afetados pelo WSSV (cuticula, branquia e epitélio
gastrico) estavam livres de lesbes (Figura 13A). Ja no grupo controle infectado foi
encontrado um grande numero de inclusdes virais maduras (Figura 13B),
diferentemente do grupo que recebeu o probidtico, no qual ndo foram encontradas

inclusdes virais nos tecidos analisados (Figura 13C).
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Figura 13. Analises histopatoldgicas. (A) Grupo pré infeccdo ndo demonstrando
lesbes; (B) Grupo controle infectado que recebeu apenas racdo comercial. Setas brancas
indicam as inclusdes virais nos tecidos e (C) Grupo tratado com o probiético e infectado
com tecidos normais sem inclusdes virais. (1) Cuticula; (2) Branquia e (3) Epitélio

gastrico.
4.4.4 Parametros fisicos-quimicos da qualidade de dgua

Os dados de qualidade de agua (parametros fisicos e quimicos) foram de acordo

para a espécie para todos o0s experimentos realizados (Tabela 2 e 3).

Tabela 2: Parametros da qualidade de 4gua experimento inje¢do. Os valores
representam a média e o desvio padrdo entre os tratamentos. CTR (grupo controle)
Bacillus (grupo injetado com as dsRNAs produzidas pelo probiético manipulado).
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CTR Bacillus

pH 7,36 £ 0,65 7,80 0,41
Temperatura °C 24,95+ 1,74 26,04 +1,49
Oxigénio dissolvido (mg/L)  7,61+0,34 7,45 0,24
Amonia (mg/L) 1,1+0,33 1,32+0,41
Nitrito (mg/L) 0,19 + 0,07 0,23+0,10
Salinidade (mg/L) 25,1+0,48 25,02 + 0,46
Alcalinidade (mg/L) 138,33+ 10,4 141,66 + 10,40
1
2 Tabela 3: Parédmetros da qualidade de &gua experimento validacdo do
3 probidtico na racdo. Os valores representam a média e o desvio padrdo entre 0s
4  tratamentos. CTR (grupo controle), Bs (administracdo do probiotico ndo transgénico)
5 Bs/dsRNA (grupo administrado o probiotico produtor das dsSRNAS).
CTR Bs Bs/dsRNA
pH 7,47 £0,35 7,55 0,25 7,63 0,22
Temperatura °C 28,08 +1,86 27,29+124 27,27 +1,43
Oxigénio dissolvido (mg/L) 5,82 +0,52 5,9 +0,46 6,23 £ 0,36
Ambnia (mg/L) 1,45 + 0,84 1,56 0,79 1,55+ 0,90
Nitrito (mg/L) 0,53+ 0,67 0,38+0,37 0,43 +0,57
Salinidade (mg/L) 29,02+1,08 28,84+103 28,86+1,04
Alcalinidade (mg/L) 147,22 +8,78 14583+9,58 142,5+13,31
6
7 Tabela 4: Parametros da qualidade de agua experimento desafio viral. Os

8 valores representam a média e o desvio padrdo entre os tratamentos. CTR (grupo

9  controle) Bacillus (grupo tratado com o probio6tico produtor das dsRNAS.
10 CTR Bacillus
pH 7,9+0,15 7,94 £0,11
Temperatura °C 24,18 £ 1,35 249+1,12
Oxigénio dissolvido 7.07 40,43 6,98 + 0,39
(mg/L)
Amdnia (mg/L) 1,06 +0,60 1,04 +0,45
Nitrito (mg/L) 0,12+0,10 0,11 +0,07
Salinidade (mg/L)  23,19+251 23,20+2,35
Alcalinidade (mg/L) 161,66 + 6,83 168,33 £ 8,16
11
12
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5 DISCUSSAO

Desde os primeiros surtos em 1992, o Virus da Sindrome da Mancha Branca
vem causando perdas econdomicas em todo o mundo. A utilizacdo do mecanismo de
RNAI através da sintese das dsRNAs especificas se tornou uma ferramenta importante
de estudo no combate dessa doenca (Itsathitphaisarn et al., 2017). A producéo dessas
moléculas, assim como a via de entrega aos animais, pode ser realizada através de Kits
comerciais (Escobedo-Bonilla et al., 2014; Feijé et al., 2015), bactérias gram-negativas
como E. coli (Posiri et al., 2013; Sanitt et al., 2014) ou, até mesmao, através da utilizacdo
de microalgas (Charoonnart et al., 2019). Essas formas de producdo e entrega tém
demonstrado efeitos positivos no combate a replicacdo viral, porém a utilizacdo de Kits
comerciais encarece 0 metodo além de ser inviavel em larga escala, enquanto que a
utilizacdo de bactérias gram negativas é questionavel por causa do potencial patogénico.
Atualmente, a mortalidade pelo WSSV é menor, como por exemplo no Equador, devido
a acOes de manejo, assim como a utilizacdo de sistemas de bioflocos, o qual ocasiona a
melhora na saide dos animais cultivados (Banco Central do Equador, 2015; Poersch et
al., 2012).

Dentre os microrganismos para producdo dessas moléculas, espécies probidticas
possuem vantagem devido a jA serem comumente administradas nos cultivos de
camardo, as quais sdo capazes de trazer beneficios aos animais (Kewcharoen &
Srisapoome, 2019; Xie et al., 2019). Para a melhoria na producdo dessas moléculas a
utilizacdo de meios ricos nutricionalmente é de grande importancia. Como demonstrado
no presente estudo, um meio de cultivo rico aumentou fortemente a producdo das
dsRNAs. Mesmo em espécies de B. subtilis selvagens, hd grande necessidade de um
meio rico em carbono devido a condicdo nutricional contribuir diretamente no aumento
celular e como consequéncia na taxa de crescimento proporcionando desta forma, uma
correta divisdo e entrega do DNA gendmico para as células filhas (Chien et al., 2012).
Zuo et al. (2017) também encontraram maior producdo da molécula de interesse com o
acréscimo de glicose no meio de culitivo da espécie Bacillus licheniformis. Porém,
outras fontes de carbono podem também contribuir para o aumento da producdo de
moléculas de interesse como a utilizacdo do sorbitol (Phulara et al., 2018). Dessa forma,

a limitag&o de carbono no meio de cultivo favorece o processo de esporulagédo em altas
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densidades celulares, contribuindo para um cultivo com maior heterogenicidade entre as

células (Cristiano-Fajardo et al., 2019).

Além da producdo bem-sucedida, essas dsRNAs foram capazes de ativar o
mecanismo de RNAIi no camardo evidenciado pelo aumento da expressdo dos genes
sidl e argonauta2 (1,5 e 2 vezes mais respectivamente) comparado ao grupo controle.
Duas formas s@o utilizadas para produzir essas moléculas: através de kits comerciais e
através da bactéria E. coli HT115. Os kits comerciais produzem as dsRNASs in vitro
através da utilizacdo de um plasmideo e uma RNA polimerase. A sintese dessas
moléculas pode ser realizada através de promotores bidirecionais (através do encontro
das fitas complementares) ou promotores unidirecionais (pela formagdo de grampos de
RNA mensageiro). Essa producdo garante um alto grau de pureza das moléculas a
serem injetadas e sdo funcionais na ativacdo do sistema de RNAi como demonstrado
por Feijé et al. (2015). O problema dessa utilizacdo é a quantidade limitada das
moléculas produzidas, tornando esse método caro. Além dos Kkits comerciais, a
utilizacdo de moléculas produzidas pela bactéria E. coli HT115 também demonstra ser
eficiente na atenuacéo da replicacao viral como demonstrado por Posiri et al. (2013). No
entanto, levando em consideracdo que os camardes sdo produzidos para alimentacao
humana, a utilizagdo desse microrganismo se torna questionavel devido a essa espécie
ocupar o segundo lugar no ranking da causa de infeccdes em humanos, segundo
divulgacdo do Ministério da Saude em 2018. Dessa forma, probidticos tornam-se uma
alternativa interessante, uma vez que nao representam um risco para a saude do
consumidor e também podem produzir grandes quantidades de moléculas de dsRNA
capazes de ativar o sistema de RNAi como demonstrado no presente estudo. Ao nosso
conhecimento, esta é a primeira descricdo de que dsRNAs produzidas e purificadas a
partir de uma espécie probidtica sdo capazes de ativar genes do sistema de RNA

interferente nos hemdcitos do camardo L. vannamei.

Com o objetivo de validar o probidtico produtor das dsRNAs na dieta do
camardo e, a0 mesmo tempo, observar a dindmica dessa ativacdo ao longo do tempo, foi
avaliada a expresséo dos genes relacionados ao RNAI nos tempos de 15 e 30 dias de
administracdo aos animais. A cepa probiotica JJBs3 (Bs/dsRNA) foi capaz de ativar o

mecanismo de RNAI aumentando significativamente a expressdo dos genes sidl e
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argonauta? (2 e 3,2 vezes mais, respectivamente em relacdo aos grupos controles) no
tempo de 15 dias e 2 e 3,8 vezes mais no tempo de 30 dias. Como nédo foi observada
diferenca estatistica entre os dois periodos avaliados na ativacdo do sistema, fica claro
de que a administracdo do probidtico manipulado por 15 dias foi suficiente para manter
o sistema RNAI ativado. Dessa forma, este resultado demonstra de que ndo é necessario
utilizar o probi6tico por tempo prolongado para ativar o sistema e manter o animal
preparado para enfrentar um desafio viral, por exemplo. Esta informacgdo é importante
porque representa uma diminuicdo significativa em termos de custo e manejo dos

animais.

Com os resultados da expressdo dos genes do mecanismo de RNAI, o periodo de
15 dias foi escolhido como um pré-tratamento antes da exposi¢cdo dos animais ao
WSSV. No experimento de desafio viral foi observado que os camardes que receberam
0 probidtico produtor das dsRNAs tiveram uma sobrevivéncia de 34% apos 9 dias, ndo
havendo mais mortalidade até o final do experimento. Além disso, observou-se uma
diminuicdo drastica da carga viral chegando a um nivel préximo da carga basal
observada antes da infeccdo. Na histopatologia dos animais sobreviventes ndo foram
observadas as inclusdes virais caracteristicas do WSSV em cuticula, branquias e epitélio
gastrico. Todos esses resultados demonstram que o probidtico manipulado conseguiu
atenuar a replicacdo viral em percentual significativo dos camarbes desafiados,
provavelmente pela incorporacdo das duplas fitas a partir do epitélio gastrico, atingindo

a hemolinfa e absorvidas pelos hemdcitos atraves do transportador Sid1.

A utilizacdo de probioticos manipulados para producdo de dsRNAs antivirais em
L. vannamei foi recentemente reportada por Thammasorn et al. (2017). Esses autores
administraram o probidtico Lactobacillus plantarum manipulado para producdo de
dsRNAs contra o virus da cabeca amarela (YHV) na dieta do camardo, observando uma
sobrevivéncia de 30%. Apesar da similaridade com nossos resultados, no trabalho
desses autores ndo foi observada uma estabilizacdo da mortalidade no grupo tratado
com o probiético manipulado, diferentemente do que foi demonstrado no presente
estudo. O método de entrega do probidtico, assim como o desafio viral, divergiu entre
os trabalhos. Esses autores pré-trataram os animais por apenas 5 dias e a infeccéo foi

realizada de forma oral, administrando tecido infectado. No presente estudo, além do
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periodo de maior administracdo do probidtico antes do desafio, esse foi realizado pelo
método de injecdo (método mais agressivo). Mesmo com o0 método mais invasivo, em
nosso estudo foi possivel observar uma taxa de sobrevivéncia consideravel, além da
estabilizacdo da mortalidade 9 dias apds a infeccdo. Isso pode estar relacionado a
administracdo diaria do probidtico vivo, tendo em vista a producdo do cultivo e mistura
na racdo durante todo periodo experimental. Além disso, na construcdo genética,
Thammasorn et al. (2017) utilizaram um promotor unidirecional induzido por xilose,
diferentemente do que foi utilizado em nosso estudo, no qual utilizamos o promotor
bidirecional Py, um promotor autoinduzivel. Apesar da incerteza do motivo pelo qual
esse promotor possui alta expressdo somente na fase estacionaria, sabe-se que ele possui
uma alta eficiéncia na producédo de moléculas heterélogas, além da vantagem econdmica

por ndo necessitar o acréscimo de um indutor (Yu et al., 2015).

Mesmo com a escolha de um promotor eficiente para a producdo das moléculas
e com a administracdo diaria do probidtico vivo por um periodo capaz de ativar o
mecanismo de RNAI, quais fatores podem estar relacionados para obtencdo de uma taxa
de sobrevivéncia maior do que a obtida neste estudo? O fato dos animais receberem
diariamente o probiotico vivo ndo garante que 0s probioticos irdo conseguir colonizar
igualmente o trato intestinal de todos os animais. A microbiota intestinal dos camardes
estd em constante competicdo e muda ao longo do desenvolvimento dos animais,
podendo o ambiente em que eles estdo inseridos também contribuir para essa
diversidade de microrganismos (Hostins et al., 2017; Garibay-Valdez et al., 2020).
Além da variabilidade na composicao do trato intestinal, e por sua vez, a habilidade de
colonizacdo dos probioticos, a variabilidade na carga viral individual também pode
interferir na taxa de sobrevivéncia. Assim, mesmo com a administracdo da carga viral
inicial igual para todos os animas, aqueles com melhores condi¢des fisioldgicas, ou seja,
gue ndo estejam estressados e se alimentando melhor irdo responder a replicacdo viral
de forma mais eficiente. O canibalismo, por exemplo, é um fator que pode afetar na
composicdo da carga viral individual durante o periodo experimental. Dessa forma, a
razéo pela qual foi obtido 34% sobreviventes pode estar relacionada a capacidade da
colonizacdo do probidtico no trato intestinal desses sobreviventes juntamente com a
melhor resposta a carga viral devido aos animais estarem fisiologicamente melhor

estabelecidos. Isso reforga a importancia que o estresse pode ser um ponto chave no
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desenvolvimento da doenga, como demonstrado por Kathyayani et al. (2019) quando
observaram maior suceptibilidade da doenca nos tratamentos estressados com variacao
de amoénia e pH. A colonizacdo pela cepa de Bacillus subtilis aqui utilizada, uma
espécie originalmente do solo, assim como Lactobacillus plantarum, originada da saliva
humana, pode nédo ser eficiente na colonizagdo do trato intestinal do camardo por néao
serem nativas desses animais. L. plantarum, por exemplo, é conhecida por beneficios
em acdes imunoestimulantes em camardes, porém possui tempo de acéo curto (Vieira et
al., 2008). Dessa forma, cepas probidticas nativas do trato intestinal, manipuladas para a
producdo das dsRNAs poderiam demonstrar um efeito maior na sobrevivéncia dos
animais por ja estarem adaptadas a colonizar o trato. Sabendo do grande potencial que
0S probidticos nativos, até mesmo da espécie B. subtilis isoladas do trato possuem,
muitos trabalhos de screening estdo sendo realizados para selecionar as cepas que

possuem maiores fatores benéficos (Zuo et al., 2018; Kim et al., 2020).

Por fim, nossos resultados evidenciam que o0 aumento da condi¢do nutricional do
meio de cultivo proporciona maior producdo das moléculas de dsRNAs e que essas
moléculas tanto injetadas quanto o préprio probidtico utilizado na alimentacdo do
camardo sdo capazes de ativar o mecanismo de RNAI nos hemdcitos do camardo L.
vannamei. Além disso, a utilizacdo dessa cepa manipulada foi capaz de manter a
sobrevivéncia dos animais em 34%. Embora atualmente ainda existam restricbes na
utilizacdo de microrganismos transgénicos em muitos paises, pesquisas vem
demonstrando resultados importantes com bactérias transgénicas produtoras de
moléculas para o tratamento de doencas humanas (Chua et al., 2017). Este estudo traz
pela primeira vez uma cepa probiotica produtora de duplas fitas especificas como uma

ferramenta ao combate ao WSSV.
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6 CONCLUSOES

e O promotor Py, foi eficiente na producao das dsRNAs;

e O acréscimo de glicose e caseina no meio de cultivo promoveu 0 aumento na
producdo das dsRNAs pelo probidtico Bacillus subtilis manipulado;

e O mecanismo de RNAI foi induzido pelas dsRNAs purificadas do probidtico no
camardo Litopenaeus vannamei;

e A utilizacdo do probidtico manipulado na dieta dos animais foi capaz de ativar o
mecanismo de RNAI ap6s 15 dias de administracéo;

e O probiotico manipulado foi capaz de atenuar a replicacdo viral do WSSV
promovendo 34% de sobrevivéncia, diminuicdo da carga viral e impediu o

aparecimento de inclusdes virais em branquias, cuticula e epitélio gastrico.
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7 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

A Sindrome da Mancha Branca (WSSV) é uma virose de preocupacao continua
ao longo dos anos desde o seu surgimento nos anos 90 nos cultivos de camardo. A
utilizacdo do mecanismo de RNA de interferéncia trouxe novas perspectivas de combate
a essa doenca. Porém, a forma pela qual as duplas fitas de RNA séo produzidas, nos
estudos atuais, sdo inviaveis econdmicamente. Aqui podemos validar um probio6tico
manipulado geneticamente, na ativagdo do RNAI no camardo Litopenaeus vannamei,
capaz de proteger e diminuir a replicacdo do WSSV. Apesar de ainda ndo ser permitido
a utilizagcdo comercial de microrganismos transgénicos, essa tecnologia abre portas para
futuras mudancas no que diz respeito a utilizacdo de organismos geneticamente

modificados.

Alguns aspectos necessitam ser testados para aprimoramento dos resultados
obtidos como, por exemplo, outros intervalos de tempo em que o0s probidticos
possivelmente sejam capazes de ativar o mecanismo de RNAI. Isto otimizaria ainda
mais o tempo do pré-tratamento antes de expor ao virus. Além disso, dados da
frequéncia da administracdo desse probidtico e por quanto tempo € mantida a protecédo
dos animais, quantidade e formas de entrega sdo de extrema importancia. Apesar de
existirem muitos estudos de microrganismos produtores das dsRNAs, pouco se sabe das
vias pelas quais essas moléculas percorrem até a ativacdo desse sistema. Portanto, o
estudo dessas vias é importante para entender e otimizar o transporte dessas moléculas
até a ativacdo do mecanismo, o que pode refletir na melhor resposta de inibicdo da

replicacdo viral.
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