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RESUMO

Os Fatores Anti-lipopolissacarideos (ALFs) compfem uma familia
diversa de peptideos antimicrobianos (AMPS) que apresentam uma regido
entre cisteinas (estrutura g-hairpin) capaz de se ligar a componentes da
superficie microbiana. A fim de investigar a implicagdo bioldgica da
diversidade molecular encontrada nessa familia de AMPs, novas
sequéncias de ALFs foram identificadas em camardes peneideos e
caracterizadas em nivel molecular, transcricional e funcional. As analises
in silico realizadas com sequéncias provenientes de bancos de dados
publicos mostraram que a diversidade de ALFs é maior do que o descrito
até o momento, sendo encontrados pelo menos sete genes distintos de
ALFs em camar@es peneideos (Grupos A a G). Neste trabalho, utilizando
a espécie mais cultivada de camardo peneideo (Litopenaeus vannamei),
avaliou-se o perfil transcricional de ALFs em diferentes tecidos, frente
infeccOes experimentais com dois patdgenos ndo relacionados (a bactéria
Gram-negativa Vibrio harveyi e o virus da Sindrome da Mancha Branca)
e ao longo do desenvolvimento do camardo. Os ALFs de L. vannamei
(Litvan ALF-A a -G) mostraram-se expressos em hemdcitos e regulados
diferencialmente em resposta as infecgdes experimentais. Além disso,
alguns ALFs se mostraram presentes nos estagios larvais iniciais,
sugerindo a participacdo desses AMPs no desenvolvimento do camarao.
A atividade antimicrobiana de peptideos sintéticos derivados da regido
entre cisteinas (#-hairpin) dos novos ALFs identificados em L. vannamei
(Litvan ALF-E a -G) foi avaliada contra diferentes microrganismos.
Curiosamente, enquanto os peptideos derivados de Litvan ALF-E e Litvan
ALF-G se mostraram ativos contra bactérias Gram-positivas, peptideos
derivados de Litvan ALF-F se mostraram inativos contra 0s
microrganismos testados. Em conjunto, esses resultados demonstram que
0s ALFs compdem uma familia altamente diversa de AMPs de camardes
peneideos, em nivel de sequéncia, expressdo génica e funcéo.

Palavras-chave: crustaceos, peptideos antimicrobianos (AMPs), sistema
imune inato de invertebrados, diversidade molecular, atividade
antimicrobiana.






ABSTRACT

Anti-lipopolysaccharide factors (ALFs) comprise a diverse family
antimicrobial peptides (AMPs) holding a central B-hairpin structure able
to bind to microbial cell wall components. In order to explore the
biological significance of the molecular diversity found in the ALF
family, we have identified and characterized novel ALF members in
penaeid shrimp and evaluated them at molecular, transcriptional and
functional levels. In silico mining of publicly accessible databases
revealed that the diversity of ALFs are not restricted to five members, but
at least seven distinct ALF genes are found in penaeid shrimp (ALF
Groups A to G). By using the most cultivated shrimp species (Litopenaeus
vannamei) as a model organism, the transcriptional profile of shrimp
ALFs were compared in terms of tissue distribution, gene expression
response to two unrelated pathogens (the Gram-negative Vibrio harveyi
and the White spot syndrome virus) and during shrimp development. L.
vannamei ALFs (Litvan ALF-A to -G) showed to be expressed in
hemocytes and differentially regulated in response to challenge. Besides,
some ALF members were found to be transcribed in the first larval stages,
suggesting the participation of these AMPs in shrimp development.
Synthetic peptides based on the central B-hairpin of the novel ALFs
identified in L. vannamei (Litvan ALF-E to -G) were tested against
different microorganisms. Interestingly, while Litvan ALF-E and Litvan
ALF-G B-hairpins showed to be active against Gram-positive bacteria, no
activity was recorded for the synthetic B-hairpin of Litvan ALF-F.
Altogether, our results showed that ALFs form a highly diverse family of
shrimp AMPs, from sequence to expression regulation and function.

Keywords: crustaceans, antimicrobial peptides (AMPs), invertebrate
immune system, molecular diversity, antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

Peptideos antimicrobianos (AMPs) sdo moléculas efetoras
associadas ao sistema imune inato, que apresentam diferentes funcbes
imunes (HILCHIE; WUERTH; HANCOCK, 2013), sendo a atividade
antimicrobiana a mais reconhecida. Essas moléculas comp&em um grupo
polifilético e sdo amplamente encontradas em organismos dos diferentes
Reinos da vida. A partir da identificacdo dos primeiros AMPs na
hemolinfa da mariposa Hyalophora cecropia (STEINER et al., 1981),
uma série de moléculas analogas foram descritas, revelando uma grande
diversidade estrutural e funcional.

Os AMPs foram inicialmente caracterizados como pequenos
peptideos (<10 kDa) anfipaticos, com uma regido hidrofilica catibnica,
devido a presenca em abundancia de residuos aminoacidicos carregados
positivamente (BULET; STOCKLIN; MENIN, 2004). No entanto, essa
defini¢do passou a ndo compreender toda a diversidade encontrada, dado
gue AMPs com carater anionico e de diferentes tamanhos tém sido
amplamente caracterizados (HARRIS; DENNISON; PHOENIX, 2009).
Atualmente, um banco de dados com aproximadamente 3 mil sequéncias
de AMPs esta disponivel (http://aps.unmc.edu/AP/main.php) a fim de
auxiliar na sistematizacdo do conhecimento obtido acerca dessas
moléculas e na identificacdo de novos AMPs. Devido a grande
diversidade observada, diferentes formas de classificagdo dessas
moléculas tém sido adotadas. De acordo com a sua composicdo
aminoacidica e estrutura tridimensional, os AMPs sdo classificados em
guatro grandes classes (Figura 1): (1) peptideos anfipaticos em a-hélice
linear, (2) peptideos ciclicos, ou ciclicos com extremidades abertas, com
uma ou mais ligacdes dissulfeto, (3) peptideos ricos em um tipo particular
de aminodcido e (4) peptideos gerados a partir da hidrolise de moléculas
precursoras (BULET; STOCKLIN; MENIN, 2004).

A sintese de AMPs ocorre em diferentes tecidos e tipos celulares
de acordo com cada organismo analisado. Em insetos do género
Drosophila, por exemplo, o corpo gorduroso é o principal tecido
envolvido na sintese dessas moléculas, que sdo secretadas para a
hemolinfa permitindo uma atuag&o sistémica (TZOU et al., 2000). Além
do corpo gorduroso, foi demonstrado que o epitélio de revestimento do
trato respiratério e do gastrointestinal desses animais também é capaz de
produzir AMPs (TZOU et al., 2000). Em contrapartida, em outros grupos
de artropodes como crustaceos e quelicerados, os AMPs sdo sintetizados
majoritariamente  em hemécitos e armazenados em granulos
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citoplasmaticos (ROSA; BARRACCO, 2010). E proposto que o
armazenamento de AMPs em granulos nos hemdcitos pode contribuir
para a eliminagdo de microrganismos fagocitados (DESTOUMIEUX et
al., 2000), de maneira similar as defensinas em neutréfilos humanos
(SELSTED; OUELLETTE, 1995). Além disso, frente a estimulos
microbianos, os granulos dos hemécitos podem ser exocitados, liberando
essas moléculas no plasma e nos sitios de infeccdo (DESTOUMIEUX et
al., 2000; IWANAGA; KAWABATA, 1998).

Figura 1 — Representagdo das quatro classes de AMPs de acordo com a classificacéo
baseada em sua composigéo aminoacidica e estrutura tridimensional.

catelicidina LL37

W\ B ©-defensina
< ———
\\J

Porgio hidrofilica

protegrina PG-5

Porgio hidrofébica ke
defensina MGD-1

C astacidina 2 [RERENYRPREIYRP
armadillidina
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PvHCt

hemocianina

A. Peptideos anfipaticos em a-hélice: modelo da catelicidina LL37 (PDB:2K60) e
esquema ilustrativo de a-hélice anfipatica com porcéao hidrofilica em preto e porcédo
hidrofébica em vermelho. B. Peptideos ciclicos, ou ciclicos com extremidades
abertas, com uma ou mais ligages dissulfeto: modelos da ©-defensina (PBD: 2LYF),
protegrina PG-5 (PDB:2NC7) e defensina MGD-1 (PDB:1FJN). As cadeias laterais
dos residuos de cisteina envolvidos em ligagdes dissulfeto estdo representados em
cinza. C. Peptideos ricos em um tipo particular de aminoécido: sequéncias
aminoacidicas da astacidina 2 (JIRAVANICHPAISAL et al., 2007), rica em
repeticdes de prolina e arginina e da armadillidina (HERBINIERE et al., 2005), rica
em residuos de glicina. As regides repetitivas estdo destacadas em azul. D. Peptideos
gerados a partir da hidrolise de moléculas precursoras: modelos da hemocianina
(PDB:1NOL) e do peptideo gerado da sua porgdo C-terminal (PvHCt; PDB:2N1C).
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Os AMPs representam um importante mecanismo de defesa
associado ao sistema imune inato de invertebrados e vertebrados. A
resposta imune inata esta vinculada ao reconhecimento de padrdes
moleculares associados a microrganismos/patégenos (M/PAMPS) por
receptores de reconhecimento padrdao (PRPs), que, por meio de cascatas
de transdugdo de sinal, podem ativar a expressdo de genes relacionados
ao sistema imune, como 0s AMPs (BARRACO; PERAZZOLO; ROSA,
2014). Apesar da diversidade encontrada em receptores e moléculas
envolvidas na transducdo do sinal nos diferentes grupos taxondmicos, a
inducgdo da expressdo de genes codificantes para AMPs esté4 vinculada a
ativacdo da familia NF-xB/Rel de fatores de transcrigdo (SILVERMAN;
MANIATIS, 2001). Em Drosophila, foi demonstrado que a expressao de
AMPs é induzida de maneira especifica pelas vias Toll e IMD,
culminando na ativacéo de fatores de transcricdo NF-xB/Rel. Enquanto
infeccBes por bactérias Gram-negativas induzem a expressdao de AMPs
pela via IMD, infeccdes por bactérias Gram-positivas e fungos induzem
a expressdo de AMPs pela via Toll (LEMAITRE; HOFFMANN, 2007).
Em outros artrépodes como os crustaceos, ainda ndo foi demonstrado
quais vias atuam especificamente na inducdo da expressdo de AMPS, no
entanto, a regulacdo por fatores de transcricdo NF-kB/Rel se mantém
conservada (WANG et al., 2013).

O mecanismo de acdo dos AMPs é bastante diverso e esta
relacionado essencialmente a composicdo aminoacidica e a estrutura
tridimensional de cada molécula (Figura 2). Alguns AMPs atuam
diretamente sobre a membrana celular dos microrganismos por interacfes
eletrostaticas com os fosfolipideos anibnicos causando a sua
desestabilizacdo (BROGDEN, 2005). Essas moléculas também podem se
inserir na bicamada lipidica levando a formacdo de poros e,
consequentemente, ao extravasamento do conteldo intracelular
(BROGDEN, 2005). Outros AMPs podem, ainda, se ligar a componentes
da superficie microbiana ou serem interiorizados, inibindo vias
metabdlicas intracelulares essenciais ao microrganismo (BROGDEN,
2005; WILMES et al., 2011)

O aparecimento de cepas de microrganismos resistentes aos
antibiéticos convencionalmente utilizados se tornou um problema de
salde publica mundial (MCKENNA, 2013). Nesse cenario, devido a
atividade réapida e eficiente contra um amplo espectro de microrganismos,
0s AMPs se destacam como moléculas com potencial biotecnolégico
capazes de auxiliar nessa problematica. O ambiente marinho é composto
por uma grande diversidade de microrganismos, sendo esperado que
animais adaptados a sobreviver nesse ambiente apresentem um arsenal
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diverso de moléculas que atuem nas respostas de defesa. Dessa maneira,
esses animais representam um interessante modelo de estudo a fim de
identificar novas isoformas de AMPs que apresentem um amplo espectro
de atividade antimicrobiana (CHOUDHARY et al., 2017).

Figura 2 — Esquema ilustrativo dos principais mecanismos de a¢do dos AMPs.
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da superficie microbiana

Formacio de poros Desestabilizagdo da
transmembrana membrana celular
l
£

Esquema ilustrativo representando uma célula bacteriana e os principais mecanismos
de atuagdo dos AMPs. Em detalhe, estdo representados os efeitos sobre a membrana
celular. Adaptado de BROGDEN, (2005).

Em crustéceos, o primeiro AMP foi identificado na década de 90
no caranguejo Carcinus maenas, o qual mostrou-se ativo contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas (SCHNAPP; KEMP; SMITH, 1996).
Desde entdo, diferentes familias de AMPs foram identificadas,
principalmente em espécies cultivaveis como os camardes peneideos,
devido ao seu interesse econdmico (ROSA; BARRACCO, 2010). O
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cultivo de camar@es peneideos é uma importante pratica em paises do
sudeste asiatico, responsaveis por mais de 80% da produgdo mundial, e
em paises das Américas como o Brasil, México e Equador (FAO, 2016).
No Brasil, 0 estado de Santa Catarina foi uma das principais regides
produtoras no inicio dos anos 2000, no entanto devido o aparecimento do
virus causador da Sindrome da Mancha Branca (WSSV), a maioria das
fazendas produtoras do estado foram fechadas (SEIFFERT et al., 2006).
Devido ao impacto causado por doencas infecciosas no cultivo desses
animais, o estudo de AMPs de camarfes peneideos tem avancado nao
apenas para identificar moléculas com potencial biotecnolégico, mas
também para contribuir com a sele¢do de camarBes mais resistentes a
patdgenos.

Em camardes peneideos, atualmente sdo reconhecidas quatro
familias de AMPs codificadas por genes (Quadro 1): (1) as peneidinas,
(2) as crustinas, (3) as stylicinas e (4) os fatores anti-lipopolissacarideos
(ALFs). Além dessas familias, o efeito antimicrobiano de peptideos
derivados de histonas (PATAT et al., 2004), assim como de fragmentos
da por¢do C-terminal da hemocianina (DESTOUMIEUX-GARZON et
al., 2001) também foram descritos nesses animais.

As peneidinas foram os primeiros AMPs descritos em camarfes
peneideos (DESTOUMIEUX et al., 1997). Essa familia de AMPs ¢
exclusiva de camardes da familia Penaeidae e encontrada em abundancia
em hemécitos circulantes do camardo L. vannamei (DESTOUMIEUX et
al.,, 1997). As peneidinas sdo AMPs catiénicos (4,7 - 7,2 kDa; pl
aproximado de 9,0) que apresentam uma regido N-terminal rica em
residuos de prolina e arginina seguida de uma porcdo C-terminal
composta por uma a-hélice anfipatica e duas regides em coil estabilizadas
por trés ligagGes dissulfeto (YANG et al., 2003). Essa familia de AMPs ¢é
dividida em quatro subgrupos (PEN1/2, PEN3, PEN4 e PENS5)
codificados por genes distintos e com caracteristicas bioquimicas
distintas (DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2016). A diversidade de
sequéncias encontradas se reflete na ampliacdo do espectro de atividade
antimicrobiana dessa familia de AMPs. Enquanto os subgrupos PEN1/2,
PEN3 e PEN4 apresentam atividade contra bactérias Gram-positivas e
fungos filamentos, o subgrupo PENS apresenta atividade contra bactérias
Gram-negativas (DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2016).
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Quadro 1 — Familias de AMPs caracterizadas em camardes peneideos.

MM kD
AMP Variante em kA Atividade Regibes conservadas
e (carga)
4,71-6,12 Anti-G(+)
PEN1/2 (catidnica) Antiftingica
5,58 7,24 Anti-G(+)
PEN3 (catidnica) Antifingica
Peneidinas P p o
.23 - 5,37 Anti-G(+
PEN4 (catiénica) Antifingica
PENS 6,4—2_: 6_,45 Antl}?a’cte.mas
(catidnica) Antiftingica
9,34-17,79
cationica)
Tipont | 1122722451 LG GLY ! cys T wap
Crustinas (catibnica)
' Faonil It I PRP | WAP
Tipo 111 ! !
pe (catidnica) Antiproteases PRP WAP
Tipo IV 1?;'2§€_m§§54 Antiproteases WAP WAP
1 Antiftingica
. 8,9 &
Stylicinas ia
(anidmnica)
11 nio determinada
11,4-115 .
A Antibactérias
ALF-A (anidnica e Antiffinei
catiénica) nuiungica
Antibactérias
ALF-B éofi: ]fl’ﬁ Antiftingica
R el > | . B
ALFs ALE-C 1 i,E! - 1.1,3 Antib E.lL'!:e rias
(catidnica) Antiviral
ALF-D 10,7.': ?0,8 Bm?:a.auwc!ade
(anidmnica) antimicrobiana
11,4-125
ALF-E (anidnica e Antibactérias
catidnica)

Dominio rico em prolina
earginina

Dominiorico em glicina

Regido hidrofébica

MM: massa molecular. G(+): bactérias Gram-positivas. G(-): bactérias Gram-

CYS

Dominio rico em cisteina

Dorninio WAP

Regido entre cisteinas

negativas. Adaptado de DESTOUMIEUX-GARZON et al., (2016)
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As crustinas sdo AMPs encontrados em diversos grupos de
crustaceos, sendo que sequéncias homdlogas foram identificadas também
em genomas de insetos (DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2016). Essa
familia é composta por peptideos catidnicos e anibnicos (6 - 22 kDa; pl
entre 5 e 8) e que conttm um dominio Whey Acidic Protein (WAP)
(DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2016). O dominio WAP foi
identificado inicialmente em proteinas do leite de mamiferos, mas
atualmente é encontrado em diversas proteinas de diferentes grupos
taxonémicos estando associado a diferentes funcdes bioldgicas
(RANGANATHAN et al., 1999). Em crustaceos, as crustinas séo
classificadas em quatro grupos (Tipos I a IV), de acordo com os dominios
encontrados na sua regido N-terminal (DESTOUMIEUX-GARZON et
al., 2016; TASSANAKAJON; SOMBOONWIWAT; AMPARYUP,
2015). A diversidade de dominios presentes nos diferentes Tipos de
crustinas confere diferentes fungdes bioldgicas a esses AMPs. Enquanto
as crustinas dos Tipos | e Il apresentam principalmente uma funcéo
antimicrobiana, crustinas dos Tipos Il e IV apresentam atividade
antimicrobiana e/ou atividade antiproteases (AMPARYUP et al., 2008;
SUPUNGUL et al., 2008; TASSANAKAJON; SOMBOONWIWAT,;
AMPARYUP, 2015).

As stylicinas sdo peptideos exclusivamente anidnicos (8,9 kDa; pl
5) identificados inicialmente no camardo Litopenaeus stylirostris
(ROLLAND et al., 2010) e posteriormente identificadas na espécie
Marsupenaeus japonicus (LIU et al., 2015). Essa familia de AMPs
apresenta um dominio rico em prolina e arginina na por¢do N-terminal,
seguido de uma regido C-terminal contendo 13 residuos de cisteinas
(ROLLAND etal., 2010). As stylicinas se mostraram ativas apenas contra
o fungo filamentoso Fusarium oxysporum, no entanto apresentam alta
afinidade de ligacdo a lipopolissacarideos (LPS) e capacidade de aglutinar
bactérias Gram-negativas in vitro (ROLLAND et al., 2010).

Os ALFs compdem uma familia de peptideos antimicrobianos
encontrada exclusivamente em quelicerados marinhos e crustaceos
(classe Malacostraca), apresentando atividade contra uma grande
diversidade de bactérias, fungos e alguns virus envelopados (SCHMITT;
ROSA; DESTOUMIEUX-GARZON, 2016). Os ALFs foram
inicialmente isolados da hemolinfa dos limulideos Limulus polyphemus e
Tachypleus tridentatus na década de 80 (TANAKA et al., 1982). Esses
animais apresentam um sistema de coagulacdo bastante sensivel a
pequenas concentracdes de LPS presente nas bactérias Gram-negativas.
Ao reconhecer o LPS, os receptores celulares dos hemdcitos ativam uma
cascata de sinalizagdo que causa a liberacdo de granulos contendo uma
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série de moléculas imunoefetoras. Essas moléculas atuam tanto no
processo de coagulacdo da hemolinfa, para contencdo dos patégenos,
assim como apresentam atividade antimicrobiana (IWANAGA, 2007).
Analisando o lisado de hemdcitos dos limulideos, TANAKA et al. (1982)
encontraram um peptideo de aproximadamente 10 kDa capaz de inibir a
cascata de coagulacdo da hemolinfa, o qual nomearam de fator anti-LPS
(ou ALF). Posteriormente, testes de atividade bioldgica desse peptideo
evidenciaram uma potente atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-negativas (MORITA et al., 1985).

Em crustaceos, os primeiros ALFs foram identificados no comego
dos anos 2000 em hemdcitos de duas espécies de camardo, Litopenaeus
setiferus (GROSS et al., 2001) e Penaeus monodon (SUPUNGUL et al.,
2002) por meio da construcdo de bibliotecas de genes expressos em
hemdcitos. Posteriormente, com o avango das técnicas de biologia
molecular, novos ALFs foram identificados em outras espécies de
camardes, lagostas, caranguejos e lagostins (TASSANAKAJON;
SOMBOONWIWAT; AMPARYUP, 2015).

As sequéncias de ALFs apresentam um peptideo sinal seguido de
um peptideo maduro de aproximadamente 100 residuos de aminoacidos.
Esse peptideo maduro possui uma regido N-terminal hidrofobica e dois
residuos conservados de cisteina, cuja ligacdo dissulfeto determina a
regido associada a ligacdo ao LPS. A regido entre cisteinas assume um
formato de grampo (B-hairpin) e normalmente é composta por residuos
de aminodcidos catiénicos (lisina/arginina) que interagem com as cargas
negativas do lipideo A do LPS (HOESS et al., 1993; YANG et al., 2009).
Estudos in vitro comprovaram que peptideos derivados da regido entre
cisteinas apresentam atividade antimicrobiana similar a molécula inteira
(JIANG et al., 2015; ROSA etal., 2013; NAGOSHI et al., 2006;). YANG
et al. (2009) propuseram o envolvimento de seis residuos aminoacidicos
carregados na ligacdo do ALFPm3 do camardo P. monodon ao lipideo A
do LPS, quatro deles encontrados na regido entre cisteinas e dois na regiao
flanqueadora, reforcando a importancia dessa regido nas sequéncias de
ALFs. Além de se ligar ao lipideo A do LPS de bactérias Gram-negativas,
alguns ALFs séo capazes de ligar ao &cido lipoteicdico (LTA) de bactérias
Gram-positivas (SOMBOONWIWAT et al., 2008) e as p-glicanas dos
fungos (SUN et al., 2011), conferindo um amplo espectro de atividade a
essa familia de AMPs. Até o momento, apenas duas estruturas
tridimensionais de ALFs foram resolvidas: a do L-ALF de L. polyphemus
por cristalografia (HOESS et al., 1993) e a do ALFPm3 de P. monodon
por ressondncia magnética nuclear (YANG et al., 2009). Ambas as
estruturas apresentam 3 a-hélices e 4 folhas-B, demonstrando que a
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estrutura tridimensional dos ALFs é conservada nesses Qrupos
taxonémicos (Figura 3).

Figura 3 — Modelo estrutural do ALFPm3 do camardo Penaeus monodon.

A P

L-ALF DBIHIQUTETIVRNIAT HSGDF OFLDHEL FRRLKWKYKGKEWCPSHT ATXSSRSGAVEHSVRNEVGQAKSSGL T QROAEQEISQEN

ALFPm3 OGHEAVARRVASKIVEEWRNEK TELLGHECKE TVKP Y LKRFQVY YKGRMWCPGRTAIRGEAS TRSOSGVAGKTAKDEVRKAFOKGL I SOOEANQWESS
al B1 B2 B3 B4 a2 o3

B

ALFPm3

A. Alinhamento das sequéncias aminoacidicas de ALFs com estrutura tridimensional
resolvida: L-ALF do limulideo Limulus polyphemus (HOESS et al., 1993) e ALFPm3
do camardo P. monodon (YANG et al., 2009). B. Modelo tridimensional de ALFPm3
(PDB: 2JOB). Em vermelho estdo representadas as 3 a-hélices e em amarelo estdo
representadas as 4 folhas-B. Hifens (-) representam gaps. Os dois residuos de cisteina
estéo ligados (T ) representando a ligagdo dissulfeto.

Em camardes peneideos, os ALFs pertencem a uma familia
multigénica e atualmente cinco diferentes membros (ALFs Grupo A a E)
foram descritos, com base na composi¢do aminoacidica e nas suas
caracteristicas bioquimicas (DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2016). O
Grupo A de ALFs foi inicialmente descrito na espécie P. monodon por
THARNTADA et al., (2008). Os autores analisaram as sequéncias
nucleotidicas de 5 isoformas de P. monodon (ALFPm1-5) (SUPUNGUL
et al., 2004) e concluiram que as isoformas ALFPm1 e ALFPm2
pertenciam a um locus génico (Grupo A) e as isoformas ALFPm3,
ALFPmM4 e ALFPm5 pertenciam a outro locus génico (Grupo B). Além
das sequéncias descritas em P. monodon, o Grupo A é composto por
sequéncias de L. vannamei e M. japonicus de acordo com a classificacdo
de ROSA et al. (2013) e JIANG et al. (2015). Os ALFs do Grupo A
apresentam carater levemente aniénico (ROSA et al.,, 2013) e se
mostraram envolvidos nas respostas de defesa in vivo de camardes frente
a bactérias e fungos patogénicos (de la VEGA et al., 2008).



28

Assim como descrito anteriormente, o Grupo B foi caracterizado
incialmente na espécie P. monodon por THARNTADA et al., (2008). Os
ALFs do Grupo B sdo moléculas altamente catibnicas, que apresentam
amplo espectro de atividade contra bactérias, fungos e virus envelopados
(DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2016; ROSA et al, 2013;
SOMBOONWIWAT et al., 2005). Estudos em diferentes espécies de
camar@es peneideos demonstraram que os ALFs do Grupo B s&o 0s mais
expressos em hemacitos de animais sadios em relacdo aos outros Grupos
de ALFs (ROSA et al., 2013; SUPUNGUL et al., 2002). Estudos in vivo
demonstraram que o silenciamento pés-transcricional do ALFPm3 leva a
morte do animal devido a um descontrole da microbiota (PONPRATEEP
et al., 2012). Devido a grande importancia desse ALF no camardo P.
monodon, uma série de estudos buscaram identificar sequéncias
homologas em outras espécies de camarfes peneideos (ROSA et al.,
2013; de la VEGA et al., 2008; ROSA; STOCO; BARRACCO, 2008;
NAGOSHI et al.,, 2006). Dessa forma, o Grupo B apresenta maior
representatividade de sequéncias caracterizadas entre as espécies de
camar@es peneideos, sendo encontrado em L. vannamei, L. stylirostris,
Litopenaeus schmitti, Farfantepenaeus paulensis, Fenneropenaeus
indicus, Fenneropenaeus chinensis, P. monodon e M. japonicus.

O Grupo C foi descrito por PONPRATEEP et al. (2012) a partir da
caracterizacdo de ALFPm6 encontrada em bibliotecas de transcritos
induzidos frente a infecgdo pelo Yellow Head Virus (PRAPAVORARAT,;
PONGSOMBOON; TASSANAKAJON, 2010). ROSA et al. (2013) e
JIANG et al. (2015) identificaram e classificaram sequéncias
correspondentes a esse Grupo nas espécies L. vannamei e M. japonicus,
respectivamente. Os ALFs do Grupo C sdo moléculas catidnicas, que
atuam na defesa antiviral e antibacteriana (PONPRATEEP et al., 2012).

O Grupo D foi descrito inicialmente nas espécies L. stylirostris, L.
vannamei e Litopenaeus setiferus (ROSA et al., 2013). Esse Grupo foi 0
primeiro composto por ALFs de carater anidénico que apresentavam baixa
afinidade de ligacdo ao LPS e consequentemente uma baixa atividade
antimicrobiana (ROSA et al., 2013). Devido a auséncia de sequéncias
correspondentes em outras espécies ROSA et al. (2013) propuseram que
esse Grupo fosse exclusivo de camar@es do Pacifico. JJANG et al. (2015)
foram os primeiros autores a identificar sequéncias do Grupo D na espécie
oriental M. japonicus, indicando que esse Grupo ndo é exclusivo de
camard@es ocidentais. Até o momento, nenhum estudo foi realizado acerca
do envolvimento desse Grupo nas respostas de defesa in vivo.

JIANG et al. (2015), identificaram duas novas sequéncias de ALFs
em M. japonicus (MJALF-E1 e MjALF-E2) classificadas como Grupo E
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devido a baixa identidade aos outros Grupos de ALFs descritos. Até o
momento, nenhuma outra sequéncia do Grupo E foi caracterizada em
outras espécies de camardes peneideos e devido a baixa identidade
observada entre as sequéncias MjJALF-E1 e MjALF-E2 é provavel que
esse Grupo seja reclassificado caso sequéncias homélogas sejam
identificadas (TASSANAKAJON et al., 2018). Os ALFs do Grupo E se
mostraram envolvidos nas respostas de defesa antibacterianas do camaréo
M. japonicus (JIANG et al., 2015)

Os ALFs compdem uma familia altamente diversa e, apesar do
esforco de diferentes autores em classificar e identificar novas sequéncias
de ALFs, observa-se que ainda existe uma grande lacuna de
conhecimento acerca da diversidade encontrada em camardes peneideos.
Além da diversidade observada, os ALFs apresentam o maior espectro de
atividade antimicrobiana observado em relacdo aos outros AMPs de
camar@es peneideos. Alem disso, estudos vém apontando a utilizacéo de
ALFs como marcadores de resisténcia para selecdo de camardes mais
resistentes a infecgdes de patdgenos aquicolas (LIU et al., 2014,
TASSANAKAJON et al., 2018). Devido a essas caracteristicas, 0s ALFs
representam um interessante alvo de estudos a fim de identificar e
caracterizar moléculas com aplicagbes diretas na aquicultura e com
potencial biotecnolégico para o desenvolvimento de antibidticos
derivados de AMPs.



30



31

2. HIPOTESE

Os fatores anti-lipopolissacarideos (ALFs) de camardes peneideos
comp8em uma familia de peptideos antimicrobianos (AMPS) diversa em
termos de sequéncia, perfil de expressdao génica e espectro de atividade
antimicrobiana.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Identificar e caracterizar, molecular e funcionalmente, novos
fatores anti-lipopolissacarideos (ALFs) em camardes peneideos
utilizando como modelo a espécie Litopenaeus vannamei.

3.2. Objetivos especificos

- Identificar, classificar e caracterizar novos ALFs em camardes
peneideos;

- Determinar a distribuicdo da expressdo génica dos ALFs de
camar@es em diferentes tecidos de animais juvenis sadios da espécie L.
vannamei;

- Caracterizar o perfil transcricional de ALFs frente a infeccbes
experimentais por patdgenos de interesse aquicola;

- Caracterizar o perfil transcricional de novos ALFs ao longo do
desenvolvimento do camardo L. vannamei;

- Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de peptideos sintéticos
derivados da regido entre cisteinas dos novos ALFs identificados em L.
vannamei.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Andlises in silico

A partir das sequéncias nucleotidicas e aminoacidicas de ALFs de
camardes peneideos disponiveis na literatura (JIANG et al., 2015; ROSA
et al., 2013) e no GenBank (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/), foi
realizada uma busca por novos ALFs em bancos de dados publicos ndo
anotados. As buscas foram feitas utilizando as ferramentas tBLASTX e
tBLASTN (http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi) nos bancos Expressed
Sequence Tags (ESTSs), Transcriptome Shotgun Assembly (TSA) e Whole-
Genome Shotgun Contigs (WGS) escolhendo apenas sequéncias
codificantes completas. Todas as sequéncias encontradas foram
traduzidas utilizando a ferramenta EXPASy Translate Tool
(http://web.expasy.org/translate/).  As  sequéncias  aminoacidicas
deduzidas foram analisadas em relacdo a presenca de peptideo sinal pela
ferramenta SignalP 4.1 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP)
enquanto que a predi¢do do ponto isoelétrico tedrico (pl) e da massa
molecular (MM) dos peptideos maduros foi realizada com a ferramenta
ExXPASy ProtParam Tool (http://web.expasy.org/protparam/). As
sequéncias aminoacidicas dos peptideos maduros foram alinhadas
utilizando a ferramenta ClustalW (THOMPSON et al., 1994) no
programa BioEdit Sequence Alignment Editor 5.0.9 (HALL, 1999) e as
arvores filogenéticas foram geradas com o programa MEGA 7
(TAMURA et al., 2013). Para a construcdo da arvore filogenética, foi
utilizado o método de Neighbor-Joining (pairwise deletion) com 1.000
replicatas (bootstraps) e 0 modelo de substituicdo de Poisson. A andlise
envolveu 60 sequéncias aminoacidicas e 111 sitios informativos no
conjunto final de dados. Os modelos tridimensionais (3D) foram gerados
com a ferramenta SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) a
partir do alinhamento com a sequéncia ALFPm3 do camardo P. monodon
(PDB: 2JOB; YANG et al., 2009). Os modelos gerados foram
visualizados com o programa UCSF Chimera 1.11 (PETTERSEN et al.,
2004) para a analise estrutural (estruturas secundarias e terciérias) e dos
residuos conservados, bem como para a producéo das imagens.

4.2. Animais

Camardes juvenis da espécie L. vannamei (10 = 2 g), de ambos 0s
sexos, foram cedidos pelo Laboratério de Camardes Marinhos
(UFSC/CCA/LCM) do Departamento de Aquicultura da UFSC e
transportados para o setor de aquarios do Laboratério de Imunologia


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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Aplicada a Aquicultura (UFSC/CCB/LIAA). Os animais foram mantidos
em aquarios com aeracao constante e dgua salgada renovada diariamente
em 50%. Os animais foram alimentados duas vezes ao dia com ragéo
comercial e aclimatados por pelo menos sete dias antes da realizagdo dos
experimentos.

As amostras de camarGes em diferentes estadgios do
desenvolvimento foram cedidas e preparadas conforme descrito por
QUISPE et al., (2016). Cada estagio do desenvolvimento foi identificado
microscopicamente e trés amostras independentes de cada estagio foram
coletadas. As amostras coletadas representam o comego e o fim de cada
estagio do desenvolvimento: ovos fertilizados de 0-4 h (El) e de 7-11 h
pos-desova (Ell), Nauplios | e V (NI e NV), Protozoeas | e Il (ZI e ZI1I),
Misis | e Il (M1 e MIII) e Pés-larvas com idade de 2, 9 e 17 dias (PL2,
PL9 e PL17) (Figura 4).

Figura 4 — Estdgios do desenvolvimento do camardo Litopenaeus vannamei
analisados neste estudo.
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El: ovos fertilizados de 0-4 h pés-desova. Ell: ovos fertilizados de 7-11 h p6s-desova.
NI: Nauplios I. NV: Nauplios V. ZI: Protozoea I. ZIl1: Protozoea IIl. MI: Misis I.
MIII: Misis 11l. PL2: Pés-larvas de 2 dias. PL9: Pos-larvas de 9 dias. PL17: Pds-
larvas de 17 dias. Adaptado de QUISPE et al., (2016).

4.3. Coleta de tecidos

Foram coletados oito diferentes tecidos/6rgdos de trés animais
juvenis sadios: hemolinfa, muasculo, branquias, corddo nervoso,
hepatopancreas, intestino anterior (estbmago), intestino médio, e intestino
posterior. A hemolinfa foi extraida (pool dos trés animais) da regido
ventral do abdome na presenca da solugdo anticoagulante MAS (Solucéo
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de Alsever Modificada: 115 mM glicose, 336 mM NaCl, 27 mM citrato
de sodio, 9 mM EDTA, pH 7,2) na proporcéo de 1:2 (hemolinfa:MAS).
Apos a coleta, a hemolinfa foi centrifugada a 1.500 xg por 10 min a 4°C
e o precipitado celular, correspondente aos hemdcitos, foi suspendido em
1 mL de TRIzol (ThermoFisher Scientific) para extracdo do RNA total.
Em seguida, os camarfes foram sacrificados por hipotermia (banho de
gelo por 10 min) para coleta dos demais tecidos. Cada tecido foi coletado
independentemente, lavado em solucdo Tris-NaCl gelada (10 mM Tris,
330 NaCl, pH 7,4) agrupado em pools (pool dos trés animais) e macerados
em 1 mL de TRIzol (ThermoFisher Scientific) com auxilio de pistilos
estéreis. Os macerados obtidos foram centrifugados a 12.000 xg por 10
min a 4°C e os sobrenadantes foram armazenados a -20°C para extragéo
de RNA total.

4.4, Infecgdes experimentais

As infecgdes experimentais foram realizadas com dois patégenos
de interesse aquicola: a bactéria Gram-negativa V. harveyi ATCC 14126
e 0 virus causador da Sindrome da Mancha Branca (WSSV). Para a
infeccdo  bacteriana, o0s animais (n=30) foram injetados
intramuscularmente, entre o primeiro e segundo segmentos abdominais
da regido dorsal, com 100 pL do indculo bacteriano [6x107 unidades
formadoras de colénia (CFU)/animal] suspendido em agua do mar
filtrada. A dose utilizada foi previamente padronizada como capaz de
matar 50% dos animais infectados em dois dias (SILVEIRA et al., 2018).
Como controle, foram utilizados animais ndo-estimulados (n=15; Grupo
“Naive”) e animais injetados com agua do mar filtrada (n=15; Grupo
“Salina”).

O preparo do indculo viral foi realizado segundo o protocolo
adaptado de GONCALVES et al., (2014) a partir de tecido muscular de
camard@es diagnosticados positivos para 0 WSSV. Para as infecces virais,
0s animais (n=15) foram injetados intramuscularmente, entre o primeiro
e 0 segundo segmentos abdominais da regido dorsal, com 100 pL do
indculo viral (3x102 particulas virais/animal). A dose utilizada foi
previamente padronizada como capaz de matar 50% dos animais
infectados em sete dias (SILVEIRA et al., 2018). Como controle; foram
utilizados animais nédo-estimulados (n=15; Grupo “Naive™) e animais
injetados com tecido muscular de camardes livres de WSSV (n=15;
Grupo “WSSV-free”).

Apbs os desafios, os animais foram mantidos em condicdes
controladas por 48 h até a realizagéo da coleta da hemolinfa e do intestino
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médio. A coleta dos tecidos foi realizada em 3 pools de 5
animais/condicéo, conforme descrito no item 4.3.

4.5. Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

Para extracdo de RNA total, adicionou-se cloroférmio nas
amostras armazenadas em TRIzol (ThermoFisher Scientific) seguido de
uma centrifugacdo a 12.000 xg por 15 min a 4°C. O RNA total foi
precipitado com isopropanol e lavado duas vezes com etanol 75% gelado.
O RNA obtido foi suspendido em &gua livre de
DNA/RNA/DNases/RNases e tratado com 1 U da enzima DNase |
(ThermoFisher Scientific) a 37°C por 15 min, para a eliminagdo de
possivel DNA gendmico contaminante. Em seguida, a enzima foi
inativada a 65°C por 10 min na presenca de 4,5 mM EDTA e as amostras
de RNA precipitadas com 0,3 M acetato de sédio (pH 5,2) e isopropanol
(2:1; v:v). Finalmente, o RNA total foi lavado com etanol 75% gelado e
suspendido em agua livre de DNA/RNA/DNases/RNases. A
quantificacdo do RNA total extraido foi feita por espectrofotometria
(NanoVue Plus), enquanto que a integridade das amostras foi analisada
por eletroforese em gel de agarose 0,8%.

Para a sintese de DNA complementar (cDNA), foi realizada a
transcrigdo reversa de 1 pug de RNA total utilizando o kit RevertAid
Reverse Transcription (ThermoFisher Scientific), seguindo as instrugdes
do fabricante.

4.6. Transcricdo Reversa seguida de PCR convencional (RT-PCR)

As reacdes de Transcricdo Reversa seguida de PCR convencional
(RT-PCR) foram realizadas utilizando-se 1 uL de ¢cDNA (diluido 10
vezes), 0,2 uM de cada iniciador (Quadro 2), 0,4 mM de dNTP Mix, 2
mM de MgCl; e 1 U da enzima Tag DNA Polimerase (Sinapse
Biotecnologia). Para a amplificacdo das sequéncias de ALFs, foi realizada
uma etapa de desnaturagdo inicial a 95°C por 5 min, seguida de 30 ou 35
ciclos de 95°C por 30 s para desnaturagdo, 60°C por 30 s para hibridizacao
dos iniciadores e 72°C por 30 s para extensao e, por fim, uma etapa final
de extensdo a 72°C por 5 min. O gene da B-actina (Quadro 2) foi utilizado
como controle de expressdao e de qualidade das amostras. Para a
amplificacdo da sequéncia da P-actina, foi realizada uma etapa de
desnaturacgdo inicial a 95°C por 5 min, seguida de 35 ciclos de 95°C por
40 s, 56°C por 40 s e 72°C por 40 s e uma etapa final de extensao a 72°C
por 5 min. Os produtos de amplificacdo foram analisados em eletroforese
em gel de agarose 1,5 % corado com brometo de etidio (0,5 pug/mL).
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4.7. Transcricdo Reversa seguida de PCR quantitativa em tempo
real (RT-qPCR)

As reagdes de Transcricdo Reversa seguida de PCR quantitativa
em tempo real (RT-qPCR) foram realizadas utilizando-se o sistema
StepOnePlus Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems). As reacfes
foram realizadas em duplicata, utilizando 1 uL de cDNA (diluido 8 vezes
para amostras dos estagios de desenvolvimento, 10 vezes para amostras
de hemdcitos e 20 vezes para amostras de intestino médio), 0,2 uM de
cada iniciador (Quadro 2) e 7,5 L de Maxima SYBR Green/ROX qPCR
Master Mix 2x (ThermoFisher Scientific). Ao término dos ciclos, foi
realizada uma curva de dissociagdo (60-95°C; 0,3°C/s) das amostras para
verificar a especificidade dos iniciadores.

Para o calculo de expresséo relativa foi utilizado o método 2-44¢a
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Nas analises de expressdo génica ao
longo do desenvolvimento, os resultados foram normalizados pela média
geométrica de dois genes de referéncia (LvActina e LvRpS6; Quadro 2)
e calibrados com os valores de ACq de amostras de hemocitos de animais
juvenis. Nas andlises de expressdo génica frente a infeccOes
experimentais, os resultados foram normalizados pela média geométrica
dos genes LvL40 e LVEF1la (Quadro 2) e calibrados com os valores de
ACq do grupo “Naive” (animais nao-estimulados).

Os dados de RT-gPCR foram analisados utilizando o teste de
andlise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de comparacdo de
médias de Tukey no programa GraphPad Prism 5.01 (GraphPad
Software). As diferengas entre os grupos foram consideradas
significativas quando as variacGes de expressdo se mostraram superiores
a 1,5 vezes e com valor de P<0,05. Os heat maps utilizados para
representar os valores de expressao relativa nos experimentos de infeccéo
experimental foram construidos com o programa MultiExperiment
Viewer (MeV) (http://www.tm4.org/). Os graficos de expressao relativa
ao longo do desenvolvimento foram gerados no programa GraphPad
Prism 5.01 (GraphPad Software).
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Quadro 2 — Sequéncia dos iniciadores utilizados nas analises de expressdo génica.

Referéncia - - y s Produto de
Gene [n° GenBank] Sequéncia dos iniciadores (5°-3°) amplificacio
b actina CADORET etal., (1999) STTAATCCACATCTGCTGGAAGGTGG 846 0
[AF300705] AS:TCACCAACTGGGATGACATGG P
cting WANG et al., (2007) S:CCACGAGACCACCTACAAC 200
B [AF300705] AS:AGCGAGGGCAGTGATTTC P
LVEF1 de la VEGA et al., (2008) S TGGCTGTGAACAAGATGGACA 103 0
“ [GU136229] AS:TTGTAGCCCACCTTCTTGACG P
L0 SILVEIRA et al., (2018) S:GAGAATGTGAAGGCCAAGATC 10400
[KJI831563] AS:TCAGAGAGAGTGCGACCATC P
LVR0SE GONCALVES et al., (2014) S:AGCAGATACCCTTGGTGAAG 193 0
P [FE080516] AS:GATGCAACCACGGACTGAC P
- ROSA etal., (2013) S:CTGATTGCTCTTGTGCCACG
Litvan ALF-A [EW713395] AS:TGACCCATGAACTCCACCTC 113pb
. ) ROSA etal., (2013) S:GTGTCTCCGTGTTGACAAGC
Litvan ALF-B [GQ227486] AS:ACAGCCCAACGATCTTGCTG 123 pb
. ) ROSA etal., (2013) S:ATGCGAGTGTCTGTCCTCAG
Litvan ALF-C [FE058235] AS:TGAGTTTGTTCGCGATGGCC 115 pb
- ROSA etal., (2013) STGTGTTGGTTGTGGCACTGG
Litvan ALF-D [FE151634] AS:CAACGAGGTCAATGTCACCG 131 pb
Litvan ALF-E Presente estudo S:TGCTACGTGAATCGCAGTCC 100 ob
[FE069658] AS:CGCTTCCTCTTCCGACAATG P
. Presente estudo S:AAGCTCTCATTCCTGGTCGG
Litvan ALF-F [KJ000049] AS:GGGTGTAACGAAGTACGTGC 180 pb
. Presente estudo S:CCGCTGCATGTCAAGTATCC
Litvan ALF-G [FE153496] AS:TCAGCAGTAGCAGTGTCAGC 140 pb

LVRpS6 e LvL40: proteinas ribossomais S6 e L40, respectivamente. LvEF1a.: fator
de Elongacdo 1-a. S: sequéncia do iniciador senso. AS: sequéncia do iniciador anti-
senso. pb: pares de base.

4.8. Testes antimicrobianos

4.8.1. Peptideos sintéticos

Peptideos derivados da regido entre cisteinas (central g-hairpin)
dos novos ALFs identificados em L. vannamei (Litvan ALF-E, Litvan
ALF-F e Litvan ALF-G) foram sintetizados quimicamente em parceria
com a Dra. Paulina Schmitt do Laboratorio de Genética e Inmunologia
Molecular da Pontificia Universidad Catolica de Valparaiso (Valparaiso,
Chile). Os peptideos foram sintetizados no equipamento Liberty Blue
automated microwave peptide synthesizer (CEM Corporation) a partir de
aminoacidos com grupamentos 9-fluorenilmetiloxicarbonila (Fmoc) (lIris
Biotech GmBH) em resina Rink Amide AM 0.6 meg/g (Chem-Inmpex).
Os peptideos sintéticos foram purificados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia em fase reversa com gradiente de acetonitrila (0 a 70%) em
fluxo de 1 mL/min por 30 min. Por fim, os peptideos foram liofilizados e
analisados por espectrometria de massas MALDI-TOF (Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization Time-of-Flight) para confirmar a massa
molecular (Quadro 3). Os peptideos liofilizados foram suspendidos em
agua ultrapura estéril na concentragdo estoque de 1 mM e estocados a -
20°C até o uso.
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Quadro 3 — Sequéncia aminoacidica e massa molecular (MM) dos peptideos
sintéticos.

Peptideo Sequéncia aminoacidica MM

Litvan ALF-Ez.53 | GCYVNRSPYLKKFEVHYRADVKCG | 2,833 kDa

Litvan ALF-Fsos51 | GCTYFVTPKVKSFELYFKGRMTCG | 2,763 kDa

Litvan ALF-Gas.s5 | GCSYSTRPYFLRWRLKFKSKVWCG | 2,969 kDa

4.8.2. Microrganismos

As cepas de cada microrganismo, o meio de cultura utilizado e a
temperatura para crescimento estdo disponiveis no Quadro 4. Todos 0s
microrganismos utilizados fazem parte do cepario do LIAA e estavam
estocados a -80°C em seus respectivos meios de cultura acrescidos de
15% de glicerol.

As bactérias Staphylococcus aureus, Bacillus subtillis, Bacillus
cereus, Micrococcus luteus, Escherichia coli, Pseudomonas aureginosa
e Aeromonas salmonicida foram cultivadas em meio “Lysogeny Broth”
(LB), as bactérias do género Vibrio foram cultivadas em meio LB-NaCl
3% e as bactérias marinhas Microbacterium maritypicum e
Brevibacterium stationis foram cultivadas em meio Zobell. As culturas
foram incubadas overnight em temperatura propria para crescimento sob
agitacdo constante. Para isolamento de coldnias, as culturas foram
semeadas em meio de cultura sélido (meio préprio para crescimento
acrescido de agar 15 g/L) e incubadas overnight em temperatura prépria
para crescimento (M. marytipicum, B. stationis, A. salmonicida e
bactérias do género Vibrio foram incubadas por 48 h).

A levedura Candida albicans foi cultivada em meio Sabouraud por
48 h a 28°C sob agitacdo constante. Apds crescimento, a cultura foi
isolada em meio sélido (meio Sabouraud acrescido de agar 15 g/L) e
incubada por 48 h a 28°C.

O fungo filamentoso Fusarium oxysporum foi cultivado em meio
“Potato Dextrose Agar” (PDA) por 10 dias a 30°C, protegido da luz. Para
isolamento dos esporos, foi adicionado &gua ultrapura estéril sobre a
cultura e realizada a raspagem da superficie das coldnias. A suspensdo de
esporos resultante foi filtrada em gaze dupla esterilizada para remocéo do
micélio e entdo centrifugada a 500 xg por 10 min. O precipitado de
esporos foi lavado duas vezes com solugdo Tris-NaCl estéril e sua
concentracdo ajustada para 107 esporos/mL.



40

4.8.3. Testes antibacterianos

A fim de avaliar a atividade antimicrobiana in vitro dos peptideos
sintetizados, foram realizados testes de concentragdo inibitoria minima
(MIC), segundo protocolo adaptado de DESTOUMIEUX et al., (1999).

Uma unica colonia isolada de cada bactéria foi cultivada em meio
de cultura e temperatura propria. Ap6s crescimento, a cultura foi diluida
100 vezes em meio de cultura fresco e posta para crescer novamente até
atingir uma densidade dtica a 600 nm (DOsgoo) entre 0,1 e 0,2. Atingida
essa DO, a suspensdo microbiana foi diluida 100 vezes em meio com
poucos nutrientes (PB ou PB-NaCl 3% ou Zobell 1/3; Quadro 4) e entdo
utilizada para o teste de MIC. Os testes de MIC foram realizados em
microplacas de 96 pogos, contendo 90 uL da suspensdo bacteriana diluida
em meio com poucos nutrientes e 10 ul do peptideo sintético em
diferentes concentragdes (40, 20, 10 e 5 uM). Os ensaios foram realizados
em duplicatas, utilizando agua ultrapura estéril (solucao de suspensao dos
peptideos) como controle negativo da atividade. As placas foram
incubadas em temperatura 6tima de crescimento (Quadro 4) sob agitacédo
leve por 24 h e a inibichio do crescimento foi medida por
espectrofotdmetro a 595 nm. A concentracdo inibitéria minima foi
determinada como o0 a concentracdo de peptideo capaz de inibir 100% do
crescimento microbiano.

A fim de avaliar o efeito bacteriostatico ou bactericida do peptideo,
0s pocos em que foi observada a inibicdo do crescimento foram semeados
em meio sélido rico em nutrientes. Nas placas em que foram observadas
unidades formadoras de col6nia, o efeito do peptideo foi considerado
como bacteriostatico, enquanto que, nas placas em que ndo foram
observadas coldnias, o efeito foi considerado como bactericida.



Quadro 4 — Microrganismos e condi¢des de cultivo.

41

Microrganismos | Meio de cultivo | Meio para teste | Temperatura

Bactérias Gram-positivas

E o
B L e
B o E g
g/llilcj:rg?(’:‘c‘);cus luteus LB PR 30°C
MoroagteriLm marftypicum Zobell Zobell 1/3 30°C
gg"m‘gg;i”m stationis Zobell Zobell 1/3 30°C
Bactérias Gram-negativas

EsBcshgé;chia coli LB PB 379G
Zs_lf_egdcogwoozn:s aureginosa LB PB 30°C
ﬁt_errggoangassssgalmommda LB PB 30°C
Vibrio anyt LB-NaCI3% | PB NaCl3% 20°C
prio algiolyticus LB-NaCI3% | PB-NaCl3% 20°C
Joptio angartlarum LB-NaCI3% | PB-NaCl3% 20°C
Librio moripulchritudo LB-NaCl3% | PB-NaCl3% 28°C
Fungos

E:Aags/ilga albicans Sabouraud Sabouraud 28°C
Fusarium oxysporum PDA PDB 1/2 30°C

LB: peptona bacterioldgica 10 g/L; extrato de levedura 5 g/L; NaCl 10 g/L, pH 7,2.
LB-NaCl 3%: peptona bacteriolégica 10 g/L; extrato de levedura 5 g/L; NaCl 30g/L, pH 7,2.

PB: peptona bacteriolégica 10 g/L; NaCl 10 g/L, pH 7,2.

PB-NaCl 3%: peptona bacteriolgica 10 g/L; NaCl 30 g/L, pH 7,2.
Zobell: peptona bacterioldgica 4 g/L; extrato de levedura 1 g/L; NaCl 23,4 g/L; KCI 1,5 g/L;
MgS0,1,2 g/L; CaCl,0,2 g/L, pH 7,2.
Zobell 1/3: peptona bacterioldgica 1,33 g/L; extrato de levedura 0,33 g/L; NaCl 23,4 g/L;

KCI 1,5 g/L; MgSO41,2 g/L; CaCl,0,2 g/L, pH 7,2.

Sabouraud: peptona bacterioldgica 10 g/L; dextrose 40 g/L pH 5,6.

PDA: Potato Dextrose Agar (KASVI), 42 g/L, pH 5,6.

PDB 1/2: Potato Dextrose Broth (KASVI), 13,5 g/L, pH 5,1.
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4.8.4. Testes antifingicos

O teste de atividade contra C. albicans foi realizado de maneira
similar ao com bactérias. O preparo da cultura e do teste de MIC foram
realizados conforme descrito na secéo 4.8.3. As placas foram incubadas a
28°C sob agitacdo leve por 48 h e a inibicdo do crescimento foi medida
por espectrofotdmetro a 595 nm.

O teste com o fungo filamentoso F. oxysporum foi realizado a
partir de esporos isolados. Para o teste de MIC, 10 uL de solugéo contendo
107 esporos/mL foi diluido em 10 mL de meio “Potato Dextrose Broth”
(PDB 1/2; Quadro 4) e o teste foi realizado conforme descrito na se¢édo
4.8.3. As placas foram incubadas em camara Umida protegida da luz a
30°C por 72 h e a inibi¢do do crescimento dos esporos foi verificada em
microscopio invertido OLYMPUS 1X83 (Olympus, Life Sciences).
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5. RESULTADOS

5.1. Identificacio de novos ALFs em camardes peneideos

Apesar do esfor¢o de alguns autores em classificar as sequéncias
de ALFs de crustaceos, muitas sequéncias identificadas seguem padrdes
diferentes de nomenclatura, dificultando o estudo comparativo entre
ALFs de diferentes grupos taxondmicos. A fim de contribuir com o
conhecimento acerca da diversidade de ALFs em camardes peneideos,
analises in silico foram realizadas buscando novas sequéncias nédo
anotadas de ALFs em bancos de dados publicos e classificando as
sequéncias previamente descritas na literatura. As buscas em bancos de
dados anotados (GenBank) e ndo anotados (EST, TSA e WGS) resultaram
na identificacdo de 57 sequéncias completas de ALFs (CDS completa) em
10 espécies de camarles peneideos: L. vannamei (n=14), Litopenaeus
stylirostris (n=2), Litopenaeus schmitti (h=1), Farfantepenaeus paulensis
(n=1), Farfantepenaeus aztecus (n=7), Fenneropenaeus chinensis (n=7),
Fenneropenaeus indicus (n=1), Fenneropenaeus penicillatus (n=5), P.
monodon (n=10) e M. japonicus (n=9) (Apéndice 1). As sequéncias
nucleotidicas foram traduzidas e os peptideos maduros alinhados (Figura
5) a fim de classifica-los nos cinco Grupos previamente descritos de ALFs
de camardes peneideos: Grupo A a Grupo E (JIANG et al., 2015; ROSA
et al., 2013; PONPRATEEP et al., 2012; THARNTADA et al., 2008).
Das 57 sequéncias recuperadas, 7 corresponderam ao Grupo A, 11 ao
Grupo B, 13 ao Grupo C, 8 ao Grupo D, 6 ao Grupo E e 12 sequéncias
ndo corresponderam a nenhum dos Grupos previamente descritos. A
partir do alinhamento realizado (Figura 5), observa-se que essas 12
sequéncias correspondem a dois novos Grupos, com assinaturas
aminoacidicas especificas. Seguindo a classificacdo adotada na literatura,
os dois novos Grupos foram denominados de Grupo F (7 sequéncias) e
Grupo G (5 sequéncias), respectivamente. Além das assinaturas
especificas de cada Grupo de ALF, que permitiu a separacido e
classificacdo das sequéncias, foi possivel identificar uma assinatura
consenso presente em todas as sequéncias de ALFs de camardes
peneideos. Essa sequéncia consenso é composta pelos dois residuos
conservados de cisteina, que delimitam uma regido com 20 residuos
aminoacidicos envolvidos na atividade antimicrobiana da molécula,
assim como por dois residuos de prolina, um de glicina e um de alanina
dispostos ao longo da sequéncia (Figura 5).
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Figura 5 — Alinhamento das sequéncias aminoacidicas dos peptideos maduros de
ALFs de camar@es peneideos.

10 20 20 40 50 €0 70 B0 g0
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Litvan ALF-Cla ---SGNEALVPAIANKLTGLNESGELELIGHYNFSVT|
Litvan ALF-Clb ---

Farast ALF-C1
Fanpen ALE-C1
Fenchi ALF-C1
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Permon ALF-Clb
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Penmon ALF-C2b

Litvan ALF-Dla
Litvan ALF-D1b
Iitsty ALE-D1
Farast ALF-D1
Fenpen ALE-D1
Fenchi ALF-D1
Penmon ALF-D1
Marjap ALF-D1

Litvan ALF-Ela
Litvan ALF-Elb

Permon ALF-E1
Marjap ALE-E1

Iitvan ALE-Fla
Iitvan ALE-Flb
Farast ALE-F1
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Permon ALE-EF1
rjap ALE-F1
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Os residuos aminoacidicos conservados em todos os Grupos de ALFs estdo
destacados em preto enquanto que aqueles que sdo caracteristicos de cada Grupo
(ALF-A a ALF-G) estdo destacados em cinza. A régua acima das sequéncias indica
as posicdes dos residuos aminoacidicos. Os pontos (.) indicam residuos idénticos em
relacéo & primeira sequéncia de cada Grupo e os hifens (-) indicam gaps.
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A fim de compreender a relagdo entre os diferentes Grupos de
ALFs, uma reconstrucdo filogenética pelo método de Neighbor Joining
(Figura 6) foi realizada. Para essa analise, foram utilizadas as sequéncias
aminoacidicas dos peptideos maduros dos ALFs recuperados, assim como
sequéncias do peptideo maduro de Scygonadinas como grupo externo
(Apéndice 2). As Scygonadinas compdem uma familia de AMPs
encontrados na espécie de caranguejo Scylla serrata, que possuem dois
residuos conservados de cisteinas de maneira similar aos ALFs. A partir
da reconstrucdo filogenética realizada, fica evidente a separacdo de ALFs
em pelo menos sete clados distintos (Figura 6), confirmando o observado
no alinhamento. Membros dos sete clados de ALFs foram identificados
em pelo menos quatro espécies diferentes (L. vannamei, F. aztecus, P.
monodon e M. japonicus) confirmando, assim, que pelo menos sete
Grupos distintos de ALFs sdo encontrados em camardes peneideos. A
partir da reconstrucdo filogenética realizada, observa-se que alguns
Grupos sdo mais relacionados entre si (Grupos B, C e F), enquanto que o
Grupo E mostrou-se 0 mais distante dos outros ALFs.

Além dos novos Grupos, foram identificadas e caracterizadas
sequéncias pertencentes ao Grupo E (até o momento exclusivo de M.
japonicus) em L. vannamei, F. aztecus, F. chinensis e P. monodon,
confirmando a ampla ocorréncia desse Grupo em camarfes peneideos. No
entanto, desconsiderou-se a sequéncia MjALF-E1 (JIANG et al., 2015)
das analises, assim como as homdlogas identificadas em P. monodon
(GenBank:GEMEQ01078054) e L. vannamei (GenBank: GETZ01065938),
dado que essas ndo apresentam a assinatura ALF conservada em todos 0s
outros Grupos (Figura 5). Além da remocéo da sequéncia MjALF-E1,
outras sequéncias de M. japonicus classificadas por JIANG et al., (2015)
foram reclassificadas: MjALF-D1 foi reclassificada no Grupo F (Marjap
ALF-F1) e MjJALF-A2 foi reclassificada no Grupo G (Marjap ALF-G1).

Por fim, para contribuir com o entendimento e sistematizacdo da
diversidade de ALFs encontrada em camardes peneideos, todas as
sequéncias utilizadas neste trabalho (Apéndice 1) foram renomeadas de
acordo com o proposto por ROSA et al., (2013). As sequéncias foram
nomeadas com as seis primeiras letras, em italico, da espécie de camarédo
peneideo (trés letras para género e trés para espécie), seguido da
abreviacdo ALF, seguido por um hifen e o nimero de identificacdo dentro
do Grupo de classificacao (exemplo: Litvan ALF-A1, representando uma
sequéncia de ALF pertencente ao Grupo A da espécie Litopenaeus
vannamei).
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Figura 6 — Arvore filogenética construida a partir do alinhamento dos peptideos
maduros de ALFs de camarfes peneideos e Scygonadinas.
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A éarvore foi construida utilizando o método de Neighbor Joining (1.000 replicatas)
no programa MEGA 7.0. Os valores de suporte de ramo estdo evidenciados nos nds
da arvore. Ramos com suporte abaixo de 50% foram condensados.



47

5.2. Caracterizacao molecular dos ALFs de camardes peneideos

Além da identificagdo e classificagdo de novas sequéncias, a partir
das andlises in silico, buscou-se caracterizar molecularmente cada
sequéncia recuperada e cada Grupo de ALF (Apéndice 1). O nimero de
residuos aminoacidicos, a massa molecular (MM), o pl do peptideo
maduro e da regido entre cisteinas dos Grupos de ALFs em camardes
peneideos estdo apresentados no Quadro 5.

Quadro 5 — Caracterizagdo molecular dos ALFs de camardes peneideos.

ALF Pep Pep MM do pep pl do pep pl da regido
sinal maduro maduro (kDa) maduro entre cisteinas
Grupo A 22 aa 98 aa 11,43-11,52 5,88-8,06 9,39-9,84
Grupo B 25aa 97-98 aa 11,04-11,23 9,64-10,29 9,70-10,04
Grupo C 24-25 aa 98 aa 11,00-11,30 5,27-9,77 8,03-10,32
Grupo D 25-26 aa 98 aa 10,74-10,92 5,23-6,10 4,03-6,05
Grupo E 24-26 aa 99-101aa 11,06-11,40 5,33-6,12 9,19-9,31
Grupo F 25aa 98 aa 11,06-11,32 8,62-9,47 8,82-10,31
Grupo G 27-28aa | 102-105 aa 11,55-12,23 5,02-6,13 9,90-10,47

aa: residuos aminoacidicos. MM: massa molecular. pl: ponto isoelétrico tedrico.

Os ALFs do Grupo A apresentam um peptideo sinal de 22 residuos
aminoacidicos, seguido de um peptideo maduro levemente aniénico de 98
residuos aminoacidicos (MM: 11,43 a 11,52 kDa). O pl te6rico da regido
entre cisteinas é bastante conservada nas diferentes espécies e possui
carater catibnico (pl = 9,39 ou 9,84).

Os ALFs do Grupo B apresentam um peptideo sinal de 25 residuos
aminoacidicos seguido de um peptideo maduro de 97 ou 98 residuos
aminoacidicos (MM: 11,04 a 11,23 kDa). Esse Grupo de ALFs apresenta
tanto o peptideo maduro (pl variando entre 9,64 e 10,29) quanto a regido
entre cisteinas (pl variando entre 9,7 e 10,04) de carater altamente
cationico.

Os ALFs do Grupo C apresentam um peptideo sinal de 24 ou 25
residuos aminoacidicos seguido de um peptideo maduro aniénico ou
catiénico de 98 residuos aminoacidicos (MM: 11,00 e 11,30 kDa). A
regido entre cisteinas nas diferentes espécies possui carater catidnico (pl
ente 8,03 e 10,32). Curiosamente, os ALFs do Grupo C se mostraram
divididos em pelo menos dois sub-Grupos (sub-Grupos C1 e C2).
Sequéncias pertencentes ao sub-Grupo C1 foram amplamente
encontradas nas espécies de camardes peneideos e apresentam caréater
catibnico. Enquanto que sequéncias do sub-Grupo C2 foram encontradas
apenas nas espécies P. monodon e F. chinensis, sendo Fenchi ALF-C2 a
Unica com carater anidnico (Apéndice 1).
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Os ALFs do Grupo D apresentam um peptideo sinal de 25 ou 26
residuos aminoacidicos seguido de um peptideo maduro de 98 residuos
aminoacidicos (MM: 10,74 a 10,92 kDa). As sequéncias pertencentes a
esse Grupo apresentam tanto o peptideo maduro (pl entre 5,23 e 6,10)
guanto a regido entre cisteinas (pl entre 4,03 e 6,05) de carater anibnico.

Os ALFs do Grupo E apresentam um peptideo sinal de 24 a 26
residuos aminoacidicos seguidos de um peptideo maduro de 99 a 101
residuos aminoacidicos (MM: 11,06 a 11,40 kDa). Os ALFs desse grupo
apresentam um peptideo maduro de carater anionico (pl entre 5,33 e
6,12), porém diferentemente do Grupo D, a regido entre cisteinas
apresenta carater catiénico (pl entre 9,19 e 9,31).

Os ALFs do Grupo F apresentam um peptideo sinal de 25 residuos
aminoacidicos seguido por um peptideo maduro de 98 residuos
aminoacidicos (MM: 11,06 a 11,32 kDa). Assim como o Grupo B, tanto
0 peptideo maduro desse grupo (pl entre 8,62 e 9,47) quanto a regido entre
cisteinas (pl entre 8,82 e 10,31) apresentam carater catidnico.

Finalmente, os ALFs do Grupo G apresentam um peptideo sinal de
27 a 28 residuos aminoacidicos seguindo de um peptideo maduro de 102
a 105 residuos aminoacidicos (MM: 11,55 a 12,23 kDa). Assim como o
Grupo E, o peptideo maduro de ALFs do Grupo G apresentam caréater
anionico (pl entre 5,02 e 6,13) e regido entre cisteinas de carater cationico
(pl entre 9,90 e 10,47).

A relacdo entre a MM e o pl dos pepetideos maduros (Figura 7)
evidencia a diferenga observada nas caracteristicas bioquimicas dos
diferentes Grupos de ALFs encontrados em camardes peneideos.

Figura 7 — Relagdo entre a massa molecular e o ponto isoelétrico tedrico dos peptideos
maduros dos diferentes Grupos de ALFs encontrados em camardes peneideos.
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As letras referem-se aos respectivos Grupos de ALF. Em azul estdo apontados
0s grupos com peptideos maduros catiénicos e em vermelho os grupos com peptideos
maduros anibnicos.
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5.3. Caracterizacdo estrutural dos ALFs de L. vannamei

A fim de avaliar as implicacdes da diversidade observada nas
sequéncias de ALFs, escolheu-se a espécie L. vannamei como modelo,
dado que essa espécie apresenta sequéncias representativas de todos o0s
Grupos identificados e devido a sua grande relevancia no cenério da
carcinicultura mundial. Até 0 momento apenas duas estruturas de ALFs
foram resolvidas, a do L-ALF do limulideo L. polyphemus por
cristalografia (HOESS et al., 1993) e do ALFPm3 (Penmon ALF-B1) do
camardo P. monodon por RMN (YANG et al., 2009) (Figura 3). A fim
de caracterizar a estrutura tridimensional (3D) dos ALFs de L. vannamei,
assim como avaliar o efeito da diversidade aminoacidica na estrutura do
peptideo, modelos da estrutura 3D foram construidos com a ferramenta
SWISS-MODEL. Para construcdo dos modelos, sequéncias
representativas de cada Grupo foram alinhadas com a sequéncia Penmon
ALF-B1 (PDB: 2JOB) e modelos da estrutura 3D dos sete Grupos de
ALFsem L. vannamei foram gerados (Figura 8). Os sete Grupos de ALFs
apresentaram uma estrutura 3D conservada, composta por 3 a-hélices e 4
folhas-B. Essa mesma estrutura foi observada por HOESS et al., (1993) e
YANG et al., (2009), confirmando que, apesar das diferencas observadas
na estrutura aminoacidica primaria, a estrutura 3D se mantém conservada
nessa familia de AMPs.

A fim de verificar se os residuos envolvidos na ligacdo a LPS
(YANG et al., 2009), sdo conservados nos diferentes Grupos de ALFs de
L. vannamei, sequéncias representativas de cada grupo foram alinhadas
com Penmon ALF-B1. A partir do alinhamento de sequéncias (Figura 9),
observou-se que esses residuos nao sdo conservados em todos 0s Grupos
de ALFs. A sequéncia Litvan ALF-B1, pertencente ao Grupo B assim
como Penmon ALF-B1, apresenta o maior numero de residuos
conservados (5), enquanto que as sequéncias dos outros Grupos
apresentam um ndmero variado (Grupo A =4, Grupo G = 3, Grupos C e
F=2eo0sGrupos D e E =1; Figura 10).
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Figura 8 — Modelos estruturais dos ALFs do camaréo Litopenaeus vannamei
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A. Esquema da estrutura secundaria dos ALFs de L. vannamei com 3 a-hélices
(vermelho) e 4 folhas-B (amarelo). B. Modelos tridimensionais (3D) de sequéncias
representativas dos sete Grupos de ALFs de L. vannamei.

Figura 9 — Alinhamento do peptideo maduro de diferentes ALFs do camardo
Litopenaeus vannamei com Penmon ALF-B1 do camar&o Penaeus monodon.

A 4 £ vV vy
RNEKTELLGHE@KFTVKPYLKRFQVY YK PG
VHSDEVEFMGHSBRYSQRPSFYRWELY EN PG,
RNEETELLGHKERFTVKPYIKRLOLNYK( PG
VESGELELLGHYENFSVT PKFKRWQLY FR( PGW
VRTGDIDLVGHSETYNVKPDI DGFELYFIGSVTSPGN
KTSELTILDN' RSPYLKKFEVHYRADVKSPGN
WKTGEREMFGHERTYFVT PKVKSFELYFKI( PTL
Litvan ALF-Gl KDGEIELLGHY@SYSTRPYFLRWRLKI PG

A regido destacada em cinza escuro se refere a regido do peptideo onde sdo
encontrados os residuos aminoacidicos envolvidos na ligagdo ao LPS, indicados pelas
setas (v) (YANG et al., 2009). Os dois residuos de cisteina estdo destacados em preto.
Em azul estdo destacados os residuos aminoacidicos carregados positivamente (R e
K) e em vermelho estdo destacados os residuos aminoacidicos carregados
negativamente (D e E). Os hifens (-) indicam gaps.
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Figura 10 — Representagao dos residuos aminoacidicos envolvidos na ligagdo ao LPS
nos diferentes Grupos de ALF.

Penmon ALF-B1 Penmon ALF-B1,9.54

Litvan ALF-Ajoss  Litvan ALF-Bygs; Litvan ALF-Cyo.554 Litvan ALF-Dyg.ss
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A. Estrutura tridimensional de Penmon ALF-B1 (PDB 2JOB), indicando a cadeia
lateral dos residuos aminoacidicos carregados envolvidos na ligacdo ao LPS. B.
Destaque da regido de Penmon ALF-B1l onde estdo localizados os residuos
aminoacidicos envolvidos na ligagdo a LPS. C. Destaque dos ALFs de L. vannamei
(Grupos A-G) apontando os residuos carregados conservados com Penmon ALF-B1
potencialmente envolvidos na ligacdo ao LPS. Em azul estdo destacados os residuos
aminoacidicos carregados positivamente (R e K) e em vermelho estdo destacados o0s
residuos aminoacidicos carregados negativamente (D e E).
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5.4. Distribuicdo da expressdo génica de ALFs em diferentes tecidos

A fim de verificar os diferentes tecidos envolvidos na expressao de
ALFs, a distribuicdo da expressdo génica foi verificada por RT-PCR em
oito diferentes tecidos/érgdos de camarfes L. vannamei (estbmago,
hepatopancreas, intestino médio, intestino posterior, hemdcitos, musculo,
branquias e corddao nervoso). Em todos os tecidos analisados, a
amplifica¢do de transcritos de B-actina mostrou-se estavel (Figura 11),
confirmando a integridade do cDNA utilizado em cada amostra e
permitindo as comparagdes entre os diferentes tecidos. O perfil de
expressdo de ALFs se mostrou diverso nos tecidos analisados (Figura
11), porém todos 0s genes se mostraram expressos em hemocitos
circulantes. ALFs dos Grupos A e B foram detectados em estdbmago,
intestino médio, hemacitos, branquias e corddo nervoso. ALFs do Grupo
C foram detectados em intestino médio, hemacitos e branquias. ALFs do
Grupo D foram detectados exclusivamente em hemdcitos. ALFs dos
Grupos E e G foram detectados em hemdcitos e branquias. ALFs do
Grupo F foram detectados em estdbmago, intestino médio, hemacitos e
branquias.

5.5. Perfil de expresséo génica frente a infecgbes experimentais

A fim avaliar o envolvimento dos diferentes Grupos de ALFs
frente a infecgBes, os niveis de transcritos de ALFs foram quantificados
em hemacitos e intestino médio de animais infectados experimentalmente
com a bactéria Gram-negativa V. harveyi ATCC 14126 ou com o0 WSSV.
Optou-se por avaliar a expressdo de ALFs em hemocitos dado que todos
0s ALFs se mostraram expressos nessas células (Figura 11) e em
intestino médio que representa uma das principais vias de entrada desses
microrganismos em infeccdes naturais. De maneira geral, o perfil de
expressdo dos ALFs se mostrou diverso entre as replicatas bioldgicas de
uma mesma condi¢do experimental (Figura 12). Curiosamente, enquanto
gue em hemocitos a expressdo foi modulada pela injaria causada pela
injecdo, em intestino médio a expressdo de ALFs dos Grupos A e C foi
induzida especificamente pela infeccao bacteriana.

Em hemécitos (Figura 12), os niveis de transcritos de ALFs dos
Grupos A, D e E nao foram modulados frente as infeccfes experimentais,
enquanto que de ALFs dos Grupos B, C, F e G foram induzidos pela
injuria tecidual. Em relacdo a infecgdo por V. harveyi, os niveis de
transcritos de ALFs dos Grupos B e F foram maiores (5,9 e 9,3 vezes,
respectivamente) em animais experimentalmente infectados com V.
harveyi em comparagdo a condigdo “Naive” (P<0,05), porém ndo foi
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observada diferenga estatistica em relagdo a condi¢do “Salina”. Em
relacdo & infeccdo por WSSV, os niveis de transcritos de ALFs dos
Grupos B, C, F e G foram induzidos pela injecdo do controle de infeccéo
viral (tecido macerado livre de WSSV) e nédo pela infecgdo com WSSV.
Em intestino médio (Figura 12), os niveis de transcritos de ALFs
dos Grupos A e C foram induzidos especificamente pela infeccdo com a
bactéria V. harveyi. Os niveis de transcritos de ALFs dos Grupos A e C
foram 2,3 e 3,0 vezes maiores, respectivamente, em camardes infectados
por V. harveyi em relag¢do a condi¢do “Salina” (P<0,05) (Figura 12 B).
A inducéo dos niveis de transcritos de ALFs dos demais Grupos nao foi
considerada significativa em nenhuma das infeccfes experimentais.

Figura 11 — Distribuicdo da expressao génica dos ALFs de Litopenaeus vannamei.
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A. Esquema anatdmico de um camardo peneideo apontando os Orgdo/tecidos
coletados para as analises: trés porgdes do intestino (ST: estbmago, IM: intestino
médio e IP: intestino posterior) em vermelho, HP: hepatopéncreas em vermelho
escuro, BR: branquias em azul escuro, sistema circulatério (HE: hemdcitos) em azul
claro e CN: corddo nervoso em amarelo [adaptado de FALCHETTI, (2016);
GARGIONI; BARRACCO, (1998)]. B. Eletroforese em gel de agarose (1,5%) corado
com brometo de etidio mostrando a amplificagdo de transcritos dos sete Grupos de
ALFs e B-actina (controle). pb: pares de base.
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Figura 12 — Niveis de transcritos de ALFs (Grupos A a G) em hemdcitos e intestino
médio apds 48 h de infecgdes experimentais.
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A. Heatmap de expressdo relativa de ALFs em hemdcitos e intestino médio. Cada
retangulo da figura acima corresponde ao nivel de expressdo génica em cada pool de
animais nas diferentes condicdes experimentais, onde a intensidade da cor (do branco
ao vermelho) indica a magnitude de expressao, segundo a escala de cor presente na
parte inferior da figura. B. Gréficos de expresséo relativa de ALFs dos Grupos Ae C
em intestino médio. Os resultados estdo apresentados como média + desvio padréo de
triplicatas bioldgicas. Diferengas estatisticas entre as condi¢Ges experimentais
(P<0,05) estdo apontadas com asterisco (*).
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5.6. Perfil de expresséo génica ao longo do desenvolvimento

Os niveis de transcritos de ALFs foram quantificados por RT-
gPCR ao longo do desenvolvimento de L. vannamei. QUISPE et al.,
(2016) quantificaram os niveis de transcritos de ALFs dos Grupos A a D
em 11 estagios do desenvolvimento: ovos fertilizados de 0-4 h (El) e de
7-11 h pés-desova (EIN), Nauplios 1 e V (NI e NV), Protozoeas | e 111 (ZI
e ZII), Misis | e 111 (M1 e MIII) e Pés-larvas com idade de 2, 9 e 17 dias
(PL2, PL9 e PL17). De maneira similar, neste trabalho, quantificou-se os
niveis de transcritos de ALFs dos Grupos E, F e G nos mesmos estagios
(Figura 13). Para as analises de expressdo relativa, utilizou-se os niveis
de transcritos em hemacitos de animais juvenis (células que expressam
todos os Grupos de ALFs) como condicdo calibradora. Considerou-se
como “ndo detectavel” os produtos génicos que ndo formaram uma curva
de dissociacdo, enquanto que aqueles que formaram uma curva de
dissociacdo, mas apresentaram valores de Cq acima do limite de
quantificacdo foram considerados “ndo quantificaveis”.

Transcritos de ALFs do Grupo E foram detectados em todos os
estagios de desenvolvimento, especialmente em N&uplios I (NI). Os
niveis de transcritos desses ALFs em todos os estagios analisados foram
significativamente menores do que os encontrados em hemdcitos de
camardes juvenis (P<0,05). Transcritos de ALFs do Grupo F foram
detectados em todos os estagios de desenvolvimento, contudo, sua
expressao foi quantificavel apenas a partir do estagio de Nauplios I (N1).
Os niveis de transcritos de ALFs do Grupo F foram significativamente
maiores nos estagios larvais (68 vezes em NV; 73 vezes em ZlIl; 57 vezes
em MI; e 53 vezes em MIII) do que em hemécitos de camardes juvenis
(P<0,05). Transcritos de ALFs do Grupo G foram detectados e
guantificaveis apenas a partir do estagio de Protozoea Il (ZI11) e, mesmo
com niveis de transcritos 4 vezes maiores nos estagios pos larvais (PL17)
gue em hemdcitos de camardes juvenis, esse aumento nao foi considerado
significativo (P>0,05).
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Figura 13 — Perfil transcricional de ALFs dos Grupos E, F e G ao longo do
desenvolvimento do camarao Litopenaeus vannamei.
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A. Gréficos de expressdo relativa dos ALFs dos Grupos E, F e G ao longo do
desenvolvimento do camardo L. vannamei. Letras diferentes apontam diferencas
estatisticas entre os estagios de desenvolvimento enquanto que os asteriscos (*)
apontam diferencas estatisticas entre os estagios de desenvolvimento e os hemdcitos
de animais juvenis. El: ovos fertilizados de 0-4 h p6s-desova. Ell: ovos fertilizados
de 7-11 h pos-desova. NI: Nauplios I. NV: Nauplios V. ZI: Protozoea I. ZIII:
Protozoea Ill. MI: Misis I. MII1: Misis 11l. PL2: Pos-larvas de 2 dias. PL9: Pos-
larvas de 9 dias. PL17: Pds-larvas de 17 dias. A linha vermelha pontilhada representa
0 nivel de expressdo em hemdcitos de animais juvenis e a linha azul representa
estagios em que os transcritos foram detectados, porém nao foram quantificaveis. B.
Esquema ilustrativo das fases do desenvolvimento [adaptado de LEE; WICKINS,
(2003)] apontando o estagio a partir do qual é possivel a deteccdo de cada Grupo de
ALF em L. vannamei.
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5.7. Espectro de atividade antimicrobiana dos novos ALFs de L.
vannamei

Peptideos derivados do Grupo E (primeiro relato desse Grupo na
espécie L. vannamei) e dos dois novos Grupos descritos em camardes
peneideos (Grupo F e Grupo G) foram sintetizados a fim de avaliar sua
atividade antimicrobiana. Testes de concentracdo inibitéria minima
(MIC; Quadro 6 foram realizados contra 6 bactérias Gram-positivas, 7
bactérias Gram-negativas, contra a levedura C. albicans e contra o fungo
filamentoso F. oxysporum. Para o0s testes, foram escolhidos
microrganismos de interesse médico e veterinario, além de patégenos de
camardes (bactérias do género Vibrio e o fungo F. oxysporum).

Peptideos sintéticos derivados da regido entre cisteinas de Litvan
ALF-G (Litvan ALF-Gzs.s5) foram capazes de inibir o crescimento de
todas as bactérias Gram-positivas testadas (MIC variando entre 5-40 uM)
e dos patégenos de camarBes V. nigripulchritudo (20-40 uM) e F.
oxysporum (5-10 uM; Figura 14). O efeito bactericida (MBC) de Litvan
ALF-Gas.55 foi observado para as bactérias Gram-positivas M.
maritypicum (10-20 uM), B. stationis (20-40 uM) e B. cereus (20-40
UM). Litvan ALF-Es2-s3inibiu o crescimento das bactérias Gram-positivas
marinhas M. maritypicum e C. stationis (20-40 uM) e do fungo F.
oxysporum (10-20 uM; Figura 14). Diferente de Litvan ALF-Gas.s5, N80
foi observado efeito bactericida para Litvan ALF-Esz.s3. De maneira
interessante, peptideos sintéticos derivados do Litvan ALF-F (Litvan
ALF-F351) ndo apresentaram atividade antimicrobiana contra o0s
microrganismos testados.

Figura 14 — Micrografias representativas dos testes de inibicdo do crescimento do
fungo filamentoso Fusarium oxysporum.

A. Controle negativo de crescimento (sem crescimento do fungo). Escala =50 pum. B.
Controle positivo de crescimento com presenca de hifas (hif; v) e macroconideos
(mac). Escala = 20 pm.
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Quadro 6 — Espectro de atividade antimicrobiana de peptideos sintéticos derivados
dos ALFs dos Grupos E, Fe G de Litopenaeus vannamei.

Litvan Litvan Litvan
ALF-Egs3 ALF-F3o.51 ALF-Gass5
Microrganismos mic | mBc | MIC | MBC | MIC | MBC

Bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus

>40 >40 >40 >40 10-20 >40

ATCC 25932

BA?FCC“(':Uzggg““S >40 | >40 | >40 | >40 | 1020 | >40
iaTcCil(I:usl i:s;%us >40 >40 >40 >40 | 20-40 | 20-40
E/IIi Pcrggczgcus luteus >40 >40 >40 >40 10-20 >40
l(\:/lli;rf(k;g;:;%rium maritypicum 20-40 >40 >40 >40 5-10 10-20
(B::;vi%zicztg;ium stationis 20-40 >40 >40 >40 5-10 20-40

Bactérias Gram-negativas
Escherichia coli

SBS363 >40 | >40 | >40 | >40 | >40 >40
;fgcéogoozn?as aureginosa >40 >40 >40 >40 40 >40
ﬁeTrgrgogn;gsza'mO”iCida >40 | >40 | >40 | >40 | >40 >40
X‘#’gg *m’zeg i >40 | >40 | >40 | >40 | >40 >40
X'?{:'g i';-"?izg'yﬁcus 540 | >40 | s40 | 40 | >40 >40
Yibrio angrarum 540 | 40 | >40 | 40 | >40 >40
Viorto mgfpulchritudo 540 | >40 | s40 | 40 | 2040 | >0
Fungos

:\:Aagﬂga albicans >40 | >40 | >40 | >40 | >40 >40
Fusarium oxysporum 10-20 nd >40 >40 5-10 nd

Os valores de MIC (concentragdo inibitéria minima) e MBC (concentracdo
bactericida minima) estdo expressos em PM. O intervalo representa a maior
concentragcdo de peptideo em que houve crescimento microbiano e a menor
concentracdo de peptideo capaz de inibir 100% do crescimento microbiano. nd: ndo
determinado.
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6. DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho mostram que os fatores anti-
lipopolissacarideos (ALFs) compreendem uma familia de peptideos
antimicrobianos (AMPs) diversa em termos de sequéncia, propriedades
bioguimicas, perfil de expresséo génica e atividade antimicrobiana. Apés
a sistematizacdo da diversidade encontrada, utilizou-se a espécie L.
vannamei como modelo para o estudo comparativo do perfil
transcricional e da atividade antimicrobiana dos diferentes Grupos de
ALFs de camardes peneideos. Essa familia de AMPs parece restrita a
quelicerados marinhos da familia Limulidae (T. tridentatus, L.
polyphemus e Carcinoscorpius rotundicauda) e a crustaceos da classe
Malacostraca (decapodes, isdpodes, anfipodes). No entanto, enquanto que
os quelicerados marinhos apresentam apenas uma forma de ALF
(TANAKA et al., 1982), os ALFs de camar@es peneideos compdem uma
familia multigénica altamente diversa.

Neste trabalho foi demonstrado que a diversidade de ALFs
encontrada em camardes peneideos é maior do que o descrito na literatura.
Até o momento, cinco Grupos de ALFs (Grupos A-E) haviam sido
caracterizados em camardes peneideos com base na sua estrutura génica,
composi¢do aminoacidica e caracteristicas bioquimicas (JIANG et al.,
2015; ROSA et al., 2013; PONPRATEEP et al., 2012; THARNTADA et
al., 2008). A partir do alinhamento dos peptideos maduros recuperados e
da reconstrucdo filogenética realizada, dois novos Grupos de ALFs,
Grupo F e Grupo G, foram caracterizados com assinaturas aminoacidicas
especificas. Também foi demonstrado que os ALFs de camardes
peneideos apresentam caracteristicas bioquimicas distintas, sendo uma
familia composta tanto por peptideos catiénicos (Grupos B, C e F) quanto
por peptideos anidnicos (Grupos A, D, E e G). Essa diversidade observada
em nivel de sequéncia esta diretamente relacionada a divergéncia
funcional dos Grupos de ALFs e ao amplo espectro de atividade
antimicrobiana observado nessa familia de AMPs.

Membros dos sete Grupos de ALFs foram identificados em pelo
menos quatro espécies de camardes peneideos: L. vannamei, F. aztecus,
P. monodon e M. japonicus. Levando em consideracdo a distancia
evolutiva entre as espécies L. vannamei e M. japonicus, esses resultados
indicam que os Grupos de ALFs sdo paralogos e evoluiram a partir de
eventos de duplicagdo génica em um ancestral comum de camardes
peneideos. Apesar de a reconstrucado filogenética deste trabalho ter sido
realizada apenas com sequéncias de peptideos maduros, foi demonstrado
em estudos anteriores que os Grupos A, B, C e F sdo codificados por
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genes diferentes (LIU et al., 2014; PONPRATEEP et al., 2012),
indicando que a diversidade encontrada esta relacionada a diferentes
genes e ndo apenas a diferentes alelos. No entanto, ainda séo poucos 0s
estudos acerca da histdria evolutiva de ALFs em crustaceos (SCHMITT;
ROSA; DESTOUMIEUX-GARZON, 2016; REN et al., 2012). Dessa
maneira, a fim de compreender a relagdo entre os diferentes Grupos de
ALFs e verificar se a diversidade observada em camardes peneideos é
observada também em outros taxons de crustaceos, se fazem necessarios
novos estudos filogenéticos incluindo sequéncias de outros tdxons de
crustaceos e limulideos.

Foi demonstrado que os ALFs de camarfes peneideos sdo
classificados em, pelo menos, sete Grupos distintos, sendo assim, a
familia mais diversa de AMPs encontrada em camardes peneideos. E
proposto que a diversidade de sequéncias em uma familia de AMP seja
resultado da selecéo de diferentes isoformas ampliando o seu espectro de
atividade antimicrobiana ou adquirindo novas funcdes imunoldgicas
(SCHMITT; ROSA; DESTOUMIEUX-GARZON, 2016). Uma das
hipoteses levantadas é que a diversidade estaria associada a relacdo
patégeno-hospedeiro sob uma visdo de coevolucdo adaptada da teoria da
Rainha Vermelha (Red Queen hypothesis - van VALEN, 1974)
(SCHMITT; ROSA; DESTOUMIEUX-GARZON, 2016). De maneira
geral, caracteristicas que permitam os patdgenos escaparem das respostas
de defesa do hospedeiro sofrem forte pressdo evolutiva, enquanto que
caracteristicas do sistema imune do hospedeiro que aumentem a barreira
contra patdgenos também sofrem constante pressao evolutiva. Essa teoria
prevé que, devido a essa “corrida armada” entre patdgenos e hospedeiros,
a diversidade e polimorfismos de moléculas essenciais a essa interagéo
sdo induzidos. Sendo assim, genes envolvidos no sistema imune, como 0s
ALFs, podem apresentar um grande nivel de diversidade genética
(SCHMITT; ROSA; DESTOUMIEUX-GARZON, 2016).

Apesar da diversidade observada em nivel de estrutura
aminoacidica priméria, a estrutura tridimensional (3D) dos ALFs se
mantém conservada nos diferentes Grupos. Andlises moleculares da
diversidade de ALFs em crustaceos apontam que a selegdo opera em sitios
especificos de aminoéacidos e ndo na sequéncia completa do peptideo
(SCHMITT; ROSA; DESTOUMIEUX-GARZON, 2016). Regides
essenciais para o funcionamento do peptideo encontram-se sob influéncia
de sele¢do negativa, dado que pequenas alteracfes aminoacidicas podem
comprometer a sua atividade. Em contrapartida, alguns cddons estdo sob
influéncia de sele¢éo positiva, dado que pequenas mudangas na estrutura
aminoacidica priméria podem aumentar o potencial antimicrobiano do
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peptideo (SCHMITT; ROSA; DESTOUMIEUX-GARZON, 2016; REN
et al., 2012). Dessa maneira, ao passo que a estrutura 3D de ALFs €
conservada, observou-se que residuos envolvidos na ligagdo a LPS nédo
sdo conservados em todos os Grupos de ALFs. Estudos com ALFs de
crustaceos demonstraram que além de afinidade com o lipideo A do LPS
(SOMBOONWIWAT et al., 2008), os ALFs também apresentam
afinidade com outros componentes microbianos como o &cido
lipoteicdico de bactérias Gram-positivas (SOMBOONWIWAT et al.,
2008) e p-glicanas de fungos (SUN et al., 2011). Dado que a alta afinidade
desses peptideos a componentes microbianos é tida como essencial para
a sua atividade antimicrobiana (SCHMITT; ROSA; DESTOUMIEUX-
GARZON, 2016), ¢ possivel que a diversidade encontrada nas sequéncias
esteja associada a afinidade de ligacdo a diferentes componentes
microbianos, ampliando o espectro de atividade dessa familia de AMPs.
Contudo, estudos comparativos entre a afinidade de ligacdo de ALFs de
cada Grupo sdo necessarios para confirmar essa hipétese.

Além da diversidade observada em nivel de sequéncia, foi
demonstrado que os ALFs de diferentes Grupos apresentam espectros de
atividade antimicrobiana distintos. A regido entre cisteinas é considerada
como a responsavel pela atividade bioldgica dos ALFs, dado que
peptideos derivados dessa regido apresentam afinidade de ligagdo e
atividade antimicrobiana similares ao peptideo maduro completo (JIANG
etal., 2015; ROSA et al., 2013; SOMBOONWIWAT et al., 2005). Dessa
maneira, a fim de avaliar a diversidade funcional dos ALFs, peptideos
derivados da regido entre cisteinas do Grupo E (primeiro relato desse
grupo na espécie L. vannamei) e dos dois novos Grupos descritos em
camarfes peneideos (Grupo F e Grupo G) foram sintetizados.
Comparando os resultados obtidos nos testes de atividade antimicrobiana
com a literatura, observa-se que a diversidade funcional dos ALFs esta
relacionada aos Grupos em que sdo classificados e ndo as espécies em que
sdo encontrados. Enquanto alguns Grupos apresentam amplo espectro de
atividade (Grupos B, C e G) em diferentes espécies de camardes
peneideos, outros apresentam atividade antimicrobiana restrita (Grupo E)
ou até mesmo baixa atividade antimicrobiana (Grupos A, D e F) (JIANG
etal., 2015; LI et al., 2015; ROSA et al., 2013).

A atividade antimicrobiana de ALFs esta vinculada principalmente
a alta afinidade desses peptideos a componentes microbianos (LPS, LTA
e B-glicanas) (TASSANAKAJON; SOMBOONWIWAT; AMPARYUP,
2015). Ao comparar ALFs dos Grupos D e E, observa-se que, apesar de
ambos o0s peptideos derivados apresentarem apenas um residuo
aminoacidico envolvido na ligagdo a LPS conservado, as atividades
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antimicrobianas sdo diferentes. Enquanto que o peptideo derivado do
Grupo E (pl =9,19) apresentou atividade contra bactérias Gram-positivas
marinhas e contra o fungo F. oxysporum, o peptideo derivado do Grupo
D (pl = 4,37) néo foi ativo contra esses microrganismos (ROSA et al.,
2013). Dessa maneira, além da presenca de residuos aminoacidicos
especificos, o pl da regido entre cisteinas pode interferir diretamente na
atividade antimicrobiana dos ALFs.

A diversidade dos ALFs de camarbes peneideos também foi
verificada na distribuicdo da sua expressdo génica. Todos 0s genes se
mostraram expressos em hemacitos circulantes, porém transcritos de
alguns Grupos também foram detectados em outros tecidos. Dado que
esses animais apresentam um sistema circulatdrio aberto/semiaberto, é
esperado que a expressdo de genes relacionados ao sistema imune em
diferentes tecidos esteja associada a presenca de hemdcitos infiltrados.
Estudos de expressdo de peneidinas demonstram que essa familia de
AMPs é expressa constitutivamente em hemécitos granulares
(DESTOUMIEUX et al., 2000) e a sua deteccdo em outros tecidos esta
associada a infiltragdo hemocitaria (MUNOZ et al., 2002). A detecco de
ALFs em hemacitos infiltrados foi demonstrada por SOMBOONWIWAT
et al. (2008). Os autores realizaram a imunodetec¢do de ALFs do Grupo
B em l&minas histoldgicas de cefalotdrax e tecido muscular, confirmando
gue a expressdo génica desse Grupo de ALFs € restrita a hemacitos
infiltrados (SOMBOONWIWAT et al., 2008). Apesar de clara a
importancia dos hemdcitos na expressdo dos ALFs, neste trabalho foi
observada uma alta expressdo de ALFs do Grupo C em branquias e do
Grupo F em estdbmago. Curiosamente, a alta expressdo de ALFs dos
Grupos C e F em outros tecidos além de hemdcitos foi reportado em
outras espécies de camardes peneideos como M. japonicus (JIANG et al.,
2015), P. monodon (SOONTHORNCHAI et al., 2016) e F. chinensis (LI
et al., 2015). Em conjunto com os resultados obtidos neste trabalho, é
provavel gue outros tecidos possam contribuir na expressdo de alguns
genes de ALFs.

Até o momento, nenhum estudo de sinergismo de atividade dos
diferentes Grupos de ALFs foi realizado. SCHMITT et al. (2012)
demonstraram que as diferentes defensinas da ostra Crassostrea gigas
apresentam um amplo espectro de atividade antimicrobiana quando
avaliadas em conjunto, mesmo que individualmente apresentem baixa
atividade. O efeito do sinergismo entre diferentes familias de AMPs,
assim como entre Grupos de uma mesma familia, tem sido demonstrado
como importante componente das respostas de defesa antimicrobianas
(SCHMITT et al., 2012). Levando em consideracdo a diversidade de



63

ALFs encontrada em uma mesma espécie, a diversidade observada nos
testes de atividade antimicrobiana in vitro e o fato de que os ALFs de
todos 0s Grupos sdo expressos em hemdacitos, é provavel que os diferentes
Grupos de ALFs atuem em sinergismo para ampliar a resposta de defesa
antimicrobiana. Estudos buscando avaliar o sinergismo de ALFs
colaborariam para melhor caracterizar a atividade antimicrobiana dessa
familia, especialmente dos Grupos D e F que se mostram pouco ativos em
testes in vitro.

Os ALFs dos Grupos E e G apresentam um perfil de expresséo ao
longo do desenvolvimento similar ao de AMPs expressos exclusivamente
em hemacitos. A expressdo de genes envolvidos no sistema imune ao
longo do desenvolvimento de L. vannamei foi anteriormente avaliada por
QUISPE et al., (2016). Os autores demonstraram que as peneidinas, as
crustinas e os ALFs dos Grupos A, B e D apresentam um perfil de
expressao similar (QUISPE et al., 2016). Devido a grande importancia
dos hemdcitos na expressdao desses AMPs, a sua deteccdo se da
principalmente a partir do estadgio de Nauplios V em conjunto com a
producdo dessas células (QUISPE et al., 2016; MUNOZ et al., 2002;).
Curiosamente, ALFs do Grupo C (QUISPE et al., 2016) e do Grupo F
apresentaram um perfil de expressdo génica diferenciado dos demais
AMPs. Os niveis de transcritos desses genes nos estagios larvais e pés-
larvais foram bastante elevados em relagdo aos encontrados em hemécitos
de animais juvenis. Esse resultado pode estar associado a contribuicdo de
outros tecidos na expressdo desses genes, assim como a importancia
dessas moléculas ao longo do desenvolvimento do camardo.

Levando em consideracdo a distribuicdo da expressdo génica e o
perfil de expressdo génica ao longo do desenvolvimento, é provavel que
ALFs dos Grupos C e F sejam expressos em outros tecidos como
branquias e estbmago. Além da expressdo em hemécitos, a expressao de
AMPs em tecidos epiteliais é considerado um importante mecanismo de
defesa em invertebrados (DAVIS; ENGSTROM, 2012). Na mosca-da-
fruta Drosophila melanogaster, foi demonstrado que apesar de o corpo
gorduroso ser o principal tecido produtor de AMPs, a inducdo da
expressdo local de AMPs é observada em alguns tecidos epiteliais (TZOU
et al., 2000). Até o momento, nenhum estudo em camardes peneideos
demonstrou efetivamente a expressdo de AMPs por tecidos epiteliais.
Além dos indicios reportados neste estudo com ALFs, alguns estudos de
expressdo génica de crustinas em diferentes espécies de camardes
peneideos indicam que outros tecidos, além dos hemdcitos, também
possam contribuir para a sua expressao (SUN et al., 2010;
VATANAVICHARN et al., 2009). Contudo, a fim de confirmar essa
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hipotese se fazem necessarios estudos comparativos de hibridizagdo in
situ e imunodeteccdo em diferentes tecidos.

Neste trabalho foi demonstrado que a expressdo de ALFs em
hemacitos € modulada ndo apenas por infec¢des microbianas, mas
também pela injuria tecidual causada na infeccdo experimental. A
indugdo da expressdo frente a injlria pode estar associada a padrdes
moleculares associados a perigo (danger-associated molecular patterns,
DAMPs). DAMPs sdo capazes de ativar as vias de sinalizacdo celular
culminando na ativacdo da familia NF-xB/Rel de fatores de transcri¢do
(NEWTON; DIXIT, 2012), que regulam a expressdo de uma séria de
moléculas do sistema imune, incluindo os AMPs (SILVERMAN;
MANIATIS, 2001). Dessa maneira, a lesdo tecidual e liberacdo de
DAMPs pode induzir a expressdao de ALFs de maneira inespecifica a
infeccbes. Curiosamente, ao avaliar o perfil de expressdo de ALFS em
intestino médio observa-se que ALFs dos Grupos A e C foram modulados
especificamente pela infeccdo com V. harveyi. O envolvimento desses
Grupos nas respostas de defesa antibacterianas também foi reportado por
de la VEGA et al. (2008) e PONPRATEEP et al. (2012). Os autores
demonstraram que o silenciamento pos-transcricional por RNA de
interferéncia desses Grupos de ALFs leva a um aumento da
susceptibilidade de camardes a infecgdes por bactérias do género Vibrio.
ALFs do Grupo C também se mostraram envolvidos no controle da
microbiota comensal encontrada na hemolinfa de M. japonicus (WANG
et al., 2014). Em conjunto esses resultados apontam o papel essencial de
ALFs nas respostas de defesa de camardes peneideos e o seu possivel
envolvimento no controle da microbiota intestinal de L. vannamei.

Por fim, foi demonstrado que os ALFs compdem uma familia
altamente diversa com papel essencial nas respostas de defesa de
camar@es peneideos. Essa familia representa um interessante alvo de
estudos a fim de compreender o envolvimento da diversidade de AMPs
nas relagBes patdgeno-hospedeiro. O seu envolvimento nas respostas de
defesa contra patdégenos de relevancia aquicola reforcam a utilizacéo
desses genes como marcadores para selecdo de camarfes peneideos mais
resistentes ao cultivo. Além disso, os ALFs (em especial os dos Grupos
B, C e G) apresentam um amplo espectro de atividade antimicrobiana em
baixas concentracfes. Peptideos derivados da regido entre cisteinas de
ALFs apresentam uma atividade antimicrobiana similar a molécula
inteira, facilitando a producdo em larga escala dessas moléculas para
aplicacdo biotecnoldgica. Dessa maneira, 0s ALFs representam um
interessante alvo de estudos para producdo de antibidticos derivados de
AMPs,



65

7. PRINCIPAIS RESULTADOS

- Os ALFs de camarGes peneideos compdem uma familia multigénica
diversa composta por, pelo menos, sete Grupos com assinaturas
aminoacidicas e caracteristicas bioquimicas distintas;

- Os ALFs de L. vannamei apresentam uma estrutura 3D conservada
composta por 3 a-hélices e 4 folhas-p;

- Os residuos aminoacidicos envolvidos na ligacdo a LPS ndo sdo
conservados nos diferentes Grupos de ALFs de L. vannamei;

- Os ALFs de L. vannamei sdo expressos majoritariamente em hemacitos
de camardes ndo manipulados e tém sua expressao induzida tanto pela
injuria tecidual, quanto por infecgBes microbianas;

- O perfil de expressdo de ALFs ¢ diverso ao longo do desenvolvimento
embrionario e altos niveis de expressdo foram quantificados nos estagios
larvais e pos-larvais indicando a importancia dessa familia de AMPs ao
longo do desenvolvimento do camardo L. vannamei;

- Peptideos derivados da regido entre cisteinas dos trés novos Grupos de
ALFs identificados em L. vannamei (Litvan ALF-E a -G) apresentaram
um espectro de atividade antimicrobiana distinto reforcando a divergéncia
funcional entre os Grupos de ALFs.
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8. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

8.1. Conclusoes

Os ALFs de camarbes peneideos compreendem uma familia
multigénica de AMPs diversa em termos de sequéncia, caracteristicas
bioguimicas, perfil transcricional e atividade antimicrobiana.

8.2. Perspectivas

- Comparar a diversidade de ALFs observada em camardes peneideos
com outros grupos taxonémicos de crustaceos.

- Realizar uma reconstrucao filogenética com sequéncias nucleotidicas e
aminoacidicas de ALFs de crustaceos a fim de compreender a relagdo
filogenética entre os diferentes Grupos de ALFs;

- Realizar ensaios comparativos de afinidade de ligacdo entre ALFs dos
sete Grupos e diferentes componentes microbianos (LPS, LTA e -
glicana);

- Localizar os sitios de expressao dos diferentes ALFs (em especial ALFs
dos Grupos C e F) em outros tecidos além de hemdcitos por hibridizacéo
in situ;

- Investigar a participagdo de ALFs dos Grupos D, E, F e G nas respostas
de defesa in vivo a partir do seu silenciamento pos-transcricional via RNA
de interferéncia;

- Avaliar o envolvimento de ALFs no controle da microbiota intestinal de
camardes L. vannamei;

- Comparar a atividade antimicrobiana dos peptideos derivados da regido
entre cisteinas dos novos Grupos de ALFs com a atividade do peptideo
maduro inteiro;

- Avaliar o efeito do sinergismo na atividade antimicrobiana in vitro de
ALFs;

- Avaliar o efeito citotoxico e a estabilidade de peptideos derivados da
regido entre cisteinas de ALFs.
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APENDICES

APENDICE 1 - Sequéncias de ALFs utilizadas

Nomenclatura da sequéncia Peptideo maduro Reglao’entre
Grupo de Espéci GenBank cisteinas
ALF specie enban - - MM no MM
Literatura Dissertacao n°aa (kDa) pl aa | (kDa) pl
. EW713395 Livan ALF- 1 ivan ALF-Ala 98 1149 | 709 | 22 | 294 | 939
thopenaeus Ala
vanname FE087264 L't"a/'leLF' Litvan ALF-A1b 98 | 1152 | 806 | 22 | 297 | 984
g;ref;”stepe”ae“s GEUA01066862 - Farazt ALF-AL 98 1148 | 645 | 22 | 294 | 9,39
Fenneropenaeus
Grupo A | ot atus GFRT01025471 - Fenpen ALF-Al 98 1149 | 709 | 22 | 294 | 9,39
Fenneropenaeus IX853777 FCALF4 Fenchi ALF-A1 98 1145 | 606 | 22 | 2,04 | 9,39
chinensis
Penaeus EF523561 ALFPM?2 Penmon ALF-A1 98 1143 | 646 | 22 | 294 | 9,39
monodon
Marsupenaeus Marjap ALF- - 3
{aponious AB453738 ;¥ Marjap ALF-A1 98 1149 | 588 | 22 | 293 | 9,39
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APENDICE 1 - Sequéncias de ALFs utilizadas (continuag&o)

Nomenclatura da sequéncia

Peptideo maduro

Regido entre

Grupo de Espécie GenBank cisteinas
(N Literatura Dissertacao n° aa pand | % bl |
¢ (kDa) p aa | (kpa) | P

Litopenaeus DQ208702 ALF AV-R Litvan ALF-Bla 97 11,1 | 1017 | 22 | 2,77 | 10,04
vannamet DQ208703 ALF AA-K Litvan ALF-B1b 97 11,07 | 10,09 | 22 | 2,77 | 10,04
Litopenaeus ; ;
sylirostris KC346373 Litsty ALF-B1 Litsty ALF-B1 98 11,14 | 1024 | 22 | 2,79 | 10,04
'S‘C'Lon‘q’iet?iae”s DQ991357 Litsch ALF-B1 | Litsch ALF-B1 98 1104 | 1018 | 22 | 2,79 | 10,04
g;ref;”ste"e”aeus GEUAO01068264 - Farazt ALF-B1 98 11,23 | 1008 | 22 | 2,82 | 9,93
Farfantepenaeus Farpau ALF-

Grupo B | paulensis EF601051 Bl Farpau ALF-B1 08 11,19 | 1017 | 22 | 2,85 | 10,04
Fenneropenaeus
penicillatis GFRT01025680 - Fenpen ALF-B1 98 11,15 | 1011 | 22 | 2,81 | 10,04
Fenneropenaeus Fenchi ALF- .
chinensin AY859500 B1 Fenchi ALF-B1 98 11,2 | 1029 | 22 | 2585 | 9,93
Fenneropenaeus GU727863 Fenind ALF- | Conind ALF-B1 98 | 1119 | 1009 | 22 | 285 | 9,93
indicus Bl
Penaeus EF523559 ALFPmM3 Penmon ALF-B1 98 11,05 | 995 | 22 | 284 | 9,93
monodon
Marsupenaeus . :
{aponitus - MjALF-B1 Marjap ALF-B1 98 11,04 | 964 | 22 | 281 | 97
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Nomenclatura da sequéncia

Peptideo maduro

Regido entre

Grupo de Espécie GenBank cisteinas
= Literatura Dissertacao n° aa b | - L |
¢ (kDa) p aa | (kpa) | P
Litopenaeus FE153599 Litvan ALF-C1 |  Litvan ALF-Cla 08 11,06 9,5 22 | 2,85 | 10,32
vannamet FE079755 Litvan ALF-C7 |  Litvan ALF-C1b 98 11,11 950 | 22 | 2,85 | 10,32
g;;f;”ste"e”aeus GEUAO01066953 - Farazt ALF-C1 98 11,06 95 | 22| 285 | 1032
Fenneropenaeus | - ~rprg1017039 - Fenpen ALF-C1 98 1125 | 977 | 22 | 2585 | 10,32
penicillatus
Fenneropenaeus JX853775 FCALF2 Fenchi ALF-C1 08 11,09 918 | 22 | 2,85 | 10,32
chinensis JX853776 FCcALF3 Fenchi ALF-C2 098 11 527 | 22 | 2,74 | 868
Grupo C JN562340 ALFPm6 Penmon ALF-Cla 98 11,28 9,77 22 | 2,85 | 10,32
Penmon ALF-
Penasus HM136828 o1a Penmon ALF-C1b 08 11,08 9,77 | 22 | 2,85 | 10,32
monodon
KX431031 ALFPm7 Penmon ALF-C2a 08 11,14 874 | 22 | 2,71 | 8,03
JR209860 - Penmon ALF-C2b 08 11,12 805 | 22 | 2,71 | 8,03
- MjALF-C2 Marjap ALF-Cla 08 11,27 951 | 22 | 2,85 | 10,32
Marsupenaeus AB210110 Marjap ALF- | \1arjap ALF-C1b 08 113 | 798 | 22| 29 | 984
japonicus Cl
- MjALF-C1 Marjap ALF-Clc 98 11,3 798 | 22| 29 | 984
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APENDICE 1 - Sequéncias de ALFs utilizadas (continuag&o)

Grupo de

Nomenclatura da sequéncia

Peptideo maduro

Regido entre cisteinas

Espécie GenBank
ALF . . - ) MM ) MM
Literatura Dissertacéo n° aa (kDa) pl n° aa (kDa) pl
. FE156649 Livan ALF- | ivan ALF-Dia 98 1078 | 558 | 22 | 248 | 403
Litopenaeus Dé4c
vannamei FE152534 L't"aSZALF' Litvan ALF-D1b 98 1075 | 558 | 22 | 248 | 403
Litopenaeus ; ;
sylirostris DQ010421 Litsty ALF-D1 Litsty ALF-D1 08 10,81 6,10 22 | 249 | 4,37
Farfantepenaeus | o \ja01067287 - Farazt ALF-D1 98 1082 | 56 22 | 248 | 403
aztecus
Grupo D Fenneropenaeus

nerop GFRT01004925 - Fenpen ALF-D1 08 10,74 5,72 22 | 244 | 437
penicillatus
Fenneropenaeus IX853779 FCALF6 Fenchi ALF-D1 98 10,77 | 5,23 22 | 245 | 437
chinensis
Penaeus
onodon GEME01010116 - Penmon ALF-D1 08 10,8 5,26 22 | 242 | 437
Marsupenaeus - MjALF-D2 Marjap ALF-D1 98 1092 | 5,76 22 | 261 | 6,05
japonicus
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J_— g Regido entre
Grupo de - Nomenclatura da sequéncia Peptideo maduro e
ALE Espécie GenBank - - N ; MM e | MM
Literatura Dissertacéo n° aa (kDa) pl aa | (kDa) pl
Litopenaeus HAAWO01015656 - Litvan ALF-Ela 99 11,1 611 | 22 | 2,71 | 9,19
vannamel FE069658 - Litvan ALF-E1b 99 11,11 611 | 22 | 271 | 9,19
z;;mte"e”aeus GEUA01004511 - Farazt ALF-E1 99 11,17 | 563 | 22 | 27 | 919
Grupo E
P Fenneropenaeus JX853778 FCALF5 Fenchi ALF-E1 99 11,12 564 | 22 | 265 | 9,24
chinensis
Penaeus GEEP01059175 . Penmon ALF-E1 99 1106 | 612 | 22 | 2,68 | 9,24
monodon
Marsupenaeus . .
{aponious . MjALF-E2 Marjap ALF-E1 101 11,4 533 | 22 | 2,63 | 931
Litopenaeus KJ000049 nLVALF1 Litvan ALF-Fla 98 1128 | 862 | 22| 2,64 | 9,24
vannamel FE151434 - Litvan ALF-F1b 98 11,26 | 8,98 | 22 | 2,64 | 9,24
Farfantepenaeu | e\ a01070429 - Farazt ALF-F1 98 | 1115 | 947 | 22| 2,73 |1031
S aztecus
Fenneropenaeu
Grupo F | s penicillatus GFRT01004448 - Fenpen ALF-F1 98 11,06 | 866 | 22 | 2,52 | 9,31
Fenneropenaeu |y g5a774 FCALF1 Fenchi ALF-F1 98 | 11,06 | 864 | 22 | 254 | 882
s chinensis
Penaeus GEME01077326 - Penmon ALF-F1 | 98 | 11,07 | 904 | 22 | 252 | 9,31
monodon
Marsupenaeus - MJALF-D1 | Marjap ALF-F1 98 | 1132 | 920 | 22| 26 | 9,24
japonicus
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APENDICE 1 - Sequéncias de ALFs utilizadas (continuag&o)

Nomenclatura da sequéncia

Peptideo maduro

Regido entre

Grupo de o cisteinas
AER Eepecie Gengank Literatura Dissertacao n° aa ol | i L |
¢ (kDa) p aa | (kpa) | P
Litopenaeus GETZ01049665 - Litvan ALF-Gla 105 12,12 | 502 | 22| 285 | 10,2
vannamet FE153497 - Litvan ALF-G1b 105 12,1 5,05 | 22 | 2,88 | 10,2
Farfantepenaeus | e\ n01069818 - Farazt ALF-G1 | 105 | 1194 | 586 | 22 | 2,75 | 9.9
Grupo G | aztecus
Penaeus
monodon JR205808 - Penmon ALF-G1 105 1223 | 6,13 |22 | 285 | 99
Marsupenaeus - MjALF-A2 | Marjap ALF-G1 | 102 | 11,55 | 525 | 22 | 2,77 | 10,47
japonicus
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Espécie : Nomenclaturfsl GenBank
Literatura Dissertacéo
Scygonadin-1 Scyser Scy-la AAWS57403
Scyla Serrata | Scygonadin SSAP | Scyser Scy-1b ABMO05493
Scygonadin-2 Scyser Scy-2 ABI96918




