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RESUMO

Peptideos antimicrobianos (AMPs) sdo importantes efetores encontrados em praticamente todas
as formas de vida, onde atuam como uma primeira linha de defesa de forma répida e
inespecifica. Em camardes peneideos, quatro familias de AMPs contendo cisteinas foram
descritas: peneidinas, crustinas, fatores anti-lipopolissacarideos e stylicinas. Neste trabalho,
reportamos a identificacdo e a caracterizagdo molecular e funcional de uma nova familia de
AMPs especifica de camardes peneideos, a qual foi nomeada de kammaricina (uma referéncia
a palavra grega “kdmmaros”, que significa “camardo”). As kammaricinas (KAM) sao
codificadas como precursores compostos por um peptideo sinal e uma regido de pro-dominio,
seguido por um polipeptideo linear altamente catidnico desprovido de cisteinas. Essa familia
de AMPs ¢ composta por pelo menos dois membros (KAM1 e KAM?2), os quais sao codificados
por genes diferentes. Interessantemente, o gene KAM2 pode realizar splicing alternativo para
gerar precursores distintos. O perfil transcricional desses AMPs foi avaliado em termos de
distribuicdo tecidual e regulacdo génica em Lifopenaeus vannamei, a espécie de camarao mais
cultivada no mundo. Transcritos de ambos os genes foram detectados nos hemocitos e se
mostraram altamente induzidos em resposta a trés patdgenos nao relacionados, a bactéria Gram-
negativa Vibrio harveyi, o fungo filamentoso Fusarium solani e o Virus da Sindrome da
Mancha Branca (WSSV). O peptideo recombinante rLitvan KAMI1 de L. vannamei apresentou
atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas em baixas
concentragdes (<10 uM). Este estudo revelou um novo AMP promissor que pode ser usado para
o desenvolvimento de novas estratégias no gerenciamento e controle de doencas infecciosas de
camardes ou como uma alternativa aos antibidticos classicos.

Palavras-chave: crustaceos, imunidade de invertebrados, peptideos de defesa do hospedeiro,

atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

Antimicrobial peptides (AMPs) are important effectors found in virtually all life forms where
they act as a rapid and non-specific first line of defense. In penaeid shrimp, four cysteine-
containing AMP families were described: penaeidins, crustins, anti-lipopolysaccharide factors
and stylicins. Here, we report the identification and the molecular and functional
characterization of a novel family of shrimp-specific AMPs, which was named as kammaricin
(after the Greek word ‘kdmmaros’, meaning shrimp). Kammaricins (KAM) are encoded as
precursors composed of a signal peptide and a pro-domain region, followed by a highly cationic
linear polypeptide lacking any cysteines. This AMP family is composed by at least two
members (KAM1 and KAM?2) which are encoded by different genes. Interestingly, the KAM2
gene can perform alternative splicing to generate distinct precursors. The transcriptional profile
of these AMPs was evaluated in terms of tissue distribution and regulation in Lifopenaeus
vannamei, the most cultivated shrimp species. Both KAM genes were found to be expressed in
hemocytes and highly induced in response to three unrelated shrimp pathogens, the Gram-
negative Vibrio harveyi, the filamentous fungus Fusarium solani and the White spot syndrome
virus (WSSV). The recombinant rLitvan KAMI1 from L. vannamei showed antimicrobial
activity against both Gram-positive and Gram-negative bacteria at low concentrations (<10
uM). This study revealed a promising new nature-based AMP which can be used for the
development of novel strategies in shrimp infectious disease management or as an alternative
to classic antibiotics.

Keywords: crustaceans, invertebrate immunity, host defense peptides, antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

O cultivo de camardes ou carcinicultura € um setor econdmico importante quanto ao
suprimento de proteina animal para alimentagdo humana, sendo uma atividade mundialmente
estabelecida. Além disso, essa atividade gera inimeros empregos € movimenta um grande
volume de capital em todo o mundo (FAO, 2020). Entre os camardes peneideos cultivados
mundialmente, o camardo branco do Pacifico, Litopenaeus vannamei, se destaca por suas
caracteristicas zootécnicas, sendo assim o mais cultivado (FAO, 2020). Porém, a crescente
intensificagdo dos cultivos, associada a fatores ambientais estressantes, pode prejudicar o estado
de satde desses animais, deixando-os mais suscetiveis a doengas. Entre as principais doencas
que podem acometer os cultivos, se destacam as causadas pelas bactérias Gram-negativas do
género Vibrio e, principalmente, aquelas causadas por virus (em especial o da Sindrome da
Mancha Branca) (BOONCHUEN et al., 2018). Além desses, os camardes podem ser ainda
acometidos por patdégenos oportunistas, como os fungos do género Fusarium, que se
manifestam quando a imunidade desses animais se encontra debilitada (COVARRUBIAS,
2004). Atualmente, os prejuizos econdmicos causados por esses patdogenos sdo um dos
principais fatores limitantes para esse setor. Estima-se que os prejuizos causados por patogenos
sejam de aproximadamente 1 bilhdo de dodlares globalmente (ASCHE et al., 2020). Em Santa
Catarina, o surgimento do virus Sindrome da Mancha Branca (WSSV) causou grande impacto
na produgdo, o que levou ao fechamento de diversas fazendas no estado (SEIFFERT; COSTA;
MAGGIONI, 2006).

Os camardes sdo desprovidos de sistema imune adaptativo composto por linhagens
linfociticas, anticorpos especificos € memoria imunoldgica classica, sendo dependentes apenas
de um sistema imune do tipo inato. O sistema imune do tipo inato dos camardes esta
intimamente ligado ao seu tecido fluido, a hemolinfa. A hemolinfa é responsavel pelo
carreamento de diversos componentes do sistema imunologico, como as células
imunocompetentes, denominada de hemocitos (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2014).
Os hemdcitos sdo responsaveis pela maior parte das respostas de defesa, como as respostas
celulares e humorais. Entre as respostas celulares mediadas pelos hemocitos estdo a
neutralizacao ou eliminacao dos patdgenos por fagocitose e a formacgao de nodulos, capsulas e
armadilhas extracelulares de acidos nucleicos. Em sinergismo com as respostas celulares, sao
ainda desencadeadas respostas humorais, como a ativacdo do sistema de pro-fenoloxidase
(proPO), formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e liberagdo de moléculas citotdxicas,

como os peptideos antimicrobianos (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2014).



14

1.1. Peptideos antimicrobianos

Os peptideos antimicrobianos (AntiMicrobial Peptides ou AMPs) sdo importantes
efetores do sistema imune que podem apresentar uma atividade direta ou indireta contra
diferentes tipos de microrganismos, como bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas,
leveduras, fungos filamentosos e, em menor grau, contra protozodrios e virus envelopados
(BULET; STOCKLIN; MENIN, 2004; GUANI-GUERRA et al., 2010). O primeiro AMP foi
isolado da bactéria Gram-positiva Brevibacillus brevisem em 1939 (DUBOS, 1939).
Inicialmente, essas moléculas apresentaram um potencial uso no meio clinico ap6s serem
utilizadas no tratamento de infecgdes cutdneas de porquinhos-da-india (PHOENIX;
DENNISON; HARRIS, 2013), mas o advento dos antibioticos em 1943 fez com que o interesse
pelo uso terapéutico de AMPs fosse perdido (PHOENIX; DENNISON; HARRIS, 2013).
Porém, o crescente surgimento de bactérias resistentes a antibidticos fez com que o interesse
por essas moléculas ressurgisse e, consequentemente, milhares de AMPs tém sido
caracterizados. De fato, mais de 3.000 AMPs foram depositados em bancos de dados
especializados, como o The  Antimicrobial Peptide  Database ou APD
(http://aps.unmc.edu/AP/main.php). Essa grande abundéncia ¢ justificada, em parte, pelo fato
de esses efetores estarem presentes em todos os Reinos dos seres vivos, desde bactérias até
mamiferos. Geralmente, eles ndo possuem relagdo filogenética direta, sendo moléculas com
fungdes biologicas analogas (DESTOUMIEUXGARZON et al., 2016).

Os AMPs sao classicamente descritos como pequenas moléculas peptidicas (<10 kDa)
de natureza anfipatica, possuindo geralmente uma por¢ao hidrofébica e uma regido hidrofilica
de carga positiva (ROSA; BARRACCO, 2010). Eles possuem conformagdo e sequéncia
aminoacidica variaveis, sendo classificados em quatro grande classes: (1) peptideos em a-
hélice, (2) peptideos ciclicos, ou ciclicos com extremidades abertas, que possuem ligagcdes
dissulfeto, (3) peptideos ricos em um residuo aminoacidico especifico e (4) peptideos nao
convencionais gerados a partir da hidrolise de moléculas precursoras (BULET; STOCKLIN;
MENIN, 2004). Contudo, AMPs anidnicos € com massa superior a 10 kDa tém sido
caracterizados, demonstrando que a definicdo classica dessas moléculas ndo abrange toda a
diversidade desse grupo de moléculas (HARRIS; DENNISON; PHOENIX, 2009). O
mecanismo classico de acdo dos AMPs tem como alvo principal a superficie celular dos
microrganismos. Inicialmente, ocorre uma interagdo eletrostatica entre a regido cationica do
peptideo e a membrana celular dos microrganismos, em geral carregada negativamente. Apos
a aproximacao, a por¢do hidrofobica da molécula se insere na bicamada lipidica causando a

formacdo de poros e, consequentemente, o extravasamento do contetido intracelular



15

(BROGDEN, 2005). Além desse modo classico de acdo, essas moléculas podem atuar sobre
outros alvos. Os AMPs podem ser interiorizados para atuar sobre componentes intracelulares,
como acidos nucleicos e proteinas, ou sobre a sintese dos mesmos (BROGDEN, 2005; HALE;
HANCOCK, 2007). Além da sua fungdo antimicrobiana, esses peptideos podem desempenhar
outras fung¢des bioldgicas, como agdo anti-inflamatdria, antitumoral e na regeneracgdo tecidual
(AVILA, 2017).

Atualmente, 577 AMPs de artropodes foram publicados no APD, dos quais 71 sdo de
crustaceos. De acordo com assinaturas moleculares especificas, esses peptideos de crustaceos
estdo divididos em 13 familias, das quais cinco pertencem a camardes peneideos (ROSA;
BARRACCO, 2010). Dessas, uma ¢ gerada a partir da hidrdlise da hemocianina, a proteina
carreadora de oxigénio presente no plasma de crusticeos (DESTOUMIEUX-GARZON et al.,
2001). Em resposta a infeccdes, a hemocianina ¢ processada liberando a sua extremidade C-
terminal, a qual apresenta atividade antimicrobiana (DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2001).
As outras quatro familias sdo codificadas por genes: peneidinas (DESTOUMIEUX et al., 1997),
fatores anti-lipopolissacarideos (GROSS et al., 2001), crustinas (BARTLETT et al., 2002) e
stylicinas (ROLLAND et al., 2010).

1.2. Peneidinas

As peneidinas (PEN) compdem a primeira familia de AMPs identificada em camardes.
Elas foram originalmente identificadas a partir da hemolinfa de L. vannamei (DESTOUMIEUX
et al.,, 1997). Os membros dessa familia, a qual ¢ exclusiva de camardes peneideos, sdo
moléculas cationicas que possuem um peptideo sinal seguido por um peptideo maduro (4,7 -
7,2 kDa) contendo um dominio N-terminal rico em residuos de prolina e arginina e um dominio
C-terminal contendo seis residuos conservados de cisteina (DESTOUMIEUX-GARZON et al.,
2016;) (Figura 1A). Enquanto que o dominio N-terminal assume uma conformacao linear, o
dominio C-terminal assume uma estrutura bem definida que contém uma o-hélice anfipatica e
duas regides em coil estabilizadas por trés ligacdes dissulfeto (pareamento entre cisteinas: Cysi-
3Cys2-5Cys4.6) (Figura 1B) (YANG et al., 2003). Ap0s a sua sintese, as peneidinas podem ainda
sofrer modificagdes pos-traducionais, como a ciclizagdo do residuo de glutamina N-terminal
em acido piroglutamico (pGlu) e a amidagao da sua extremidade C-terminal (DESTOUMIEUX
etal., 1997).

Classicamente, as peneidinas estdo divididas em quatro subgrupos (PEN1/2, PEN3,
PEN4 e PENS) de acordo com assinaturas aminoacidicas proprias. Apesar de cada subgrupo

ser codificado por um gene distinto, a organizagdo estrutural desses genes ¢ muito semelhante:
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dois éxons separados por um intron (WU et al., 2019). Os membros dessa familia ndo estdo
distribuidos em todas as espécies de camardes peneideos, sendo espécie-especificos
(DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2016). Enquanto que o gene PEN3 esté presente na maioria
das espécies, os genes PEN1/2 e PEN4 foram identificados apenas nos géneros Litopenaeus €
Farfantepenaeus e o gene PENS parece estar restrito aos géneros Penaeus e Fenneropenaeus
(TASSANAKAIJON et al., 2011). Recentemente, foi identificada uma PEN em Marsupenaeus
Jjaponicus que possui as caracteristicas das demais peneidinas, mas com uma regiao adicional
rica em residuos de serina na extremidade N-terminal (AN et al., 2016). Por fim, um novo
membro capaz de interagir com proteinas do envelope do WSSV foi identificado em L.
vannamei e denominado de BigPEN. Diferente das demais peneidinas, a BigPEN apresenta um

dominio de repeti¢do na sua extremidade N-terminal (XIAO et al., 2020).

Figura 1. Caracteristicas estruturais e espectro de atividade das peneidinas.

Dominio rico em residuos de prolina e arginina

Q Dominio rico em residuos de cisteinas

Espectro de atividade

(]

Bactérias Bactérias Fungos filamentosos
Gram-positivas Gram-negativas e leveduras

(A) Desenho esquematico da estrutura primaria do peptideo maduro das peneidinas. As regides N- e C-terminal
estdo sendo representadas por N e C, respectivamente. (B) Estrutura tercidria de Litvan PEN3 de Litopenaeus
vannamei (PDB: 1UEO). A a-hélice esta destacada em vermelho e as ligagdes dissulfeto em amarelo (Cysi-3Cysa-
5Cysa6). (C) Representacdo do espectro de atividade antimicrobiana das peneidinas. Essa familia apresenta
atividade contra os microrganismos destacados. Os microrganismos sobrepostos por “X” indicam que as
peneidinas nao possuem atividade contra as espécies de protozoarios testadas.

X

Protozoarios

A ampla diversidade das peneidinas se reflete no seu amplo espectro de atividade
antimicrobiana (Figura 1C). Enquanto que as peneidinas dos subgrupos PEN1/2, PEN3 e PEN4
apresentam atividade majoritariamente contra bactérias Gram-positivas e fungos filamentosos,
as peneidinas do subgrupo PENS5 apresentam atividade contra bactérias Gram-negativas
(DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2016). O subgrupo PEN3 também apresenta atividade
antiviral, sendo capaz de reduzir a replicagdo viral (CARRIEL-GOMES et al., 2007).
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Finalmente, diversos subgrupos de peneidinas parecem estar envolvidos com as defesas
antivirais de camardes peneideos in vivo (WORAMONGKOLCHAI;, SUPUNGUL;
TASSANAKAJON, 2011; XIAO et al., 2020). O silenciamento pos-transcricional de PEN1/2,
PEN3, PEN4, PENS e BigPEN pela técnica de RNA de interferéncia (RNA1) levou ao aumento
do niimero de particulas virais de WSSV em camardes peneideos (WORAMONGKOLCHALI;
SUPUNGUL; TASSANAKAIJON, 2011; XIAO et al.,, 2020). PEN3 foi avaliada contra
protozoarios de interesse clinico, mas nio demonstrou atividade antiparasitaria (LOFGREN et
al., 2008). Além da sua funcao antimicrobiana, as peneidinas também parecem estar associadas
a outros processos fisiologicos, como regeneragdo tecidual e ecdise (DESTOUMIEUX-
GARZON et al., 2016). As peneidinas sdo expressas ¢ armazenadas nos granulos
citoplasmaticos de hemocitos granulares e semi-granulares (BACHERE et al., 2004). Frente a
desafios microbianos, as peneidinas armazenadas sdo liberadas nos sitios de infecgdo para

combater os patdgenos (DESTOUMIEUX et al., 2000; MUNOZ et al., 2002).

1.3. Fatores anti-lipopolissacarideos (ALFs)

Diferente das peneidinas, os fatores anti-lipopolissacarideos (anti-LPS ou ALFs) ndo
sao exclusivos de camardes peneideos, estando presentes em quelicerados marinhos e em outros
crusticeos (DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2016). Eles foram originalmente identificados
a partir da hemolinfa dos limulideos Limulus polyphemus e Tachypleus tridentatus (TANAKA
et al., 1982). Os ALFs foram caracterizados como moléculas com capacidade anticoagulante
(TANAKA et al., 1982), mas ensaios posteriores demonstraram que essas moléculas também
apresentavam atividade antimicrobiana (MORITA et al., 1985). Em crustaceos, a familia dos
ALFs foi inicialmente identificada no camarao L. setiferus, a partir da construgado e analise de
bancos de genes expressos em hemocitos (GROSS et al., 2001).

Essa familia de AMPs ¢ composta por peptideos cationicos e anidnicos que apresentam
um peptideo sinal seguido por um peptideo maduro que apresenta uma regido N-terminal
hidrofobica e dois residuos de cisteinas engajados em uma ponte dissulfeto. A regido delimitada
pelas cisteinas assume uma conformacdo em formato de grampo (f-hairpin)
(DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2016). O dominio f-hairpin esta essencialmente envolvido
no reconhecimento e ligagdo a componentes da superficie de microrganismos, como
lipopolissacarideos (LPS), acido teicoico e B-glicanas (SCHMITT; ROSA; DESTOUMIEUX-
GARZON, 2016). Interessantemente, peptideos contendo apenas a regido f-hairpin apresentam
atividade antimicrobiana similar aos peptideos inteiros, destacando a relevancia dessa regiao

(JIANG et al., 2015; NAGOSHI et al., 2006; ROSA et al., 2013). Até o momento, apenas as
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estruturas de L-ALF de L. polyphemus (HOESS et al., 1993) e de ALFPm3 de Penaeus
monodon (YANG et al., 2009) foram resolvidas. Essas moléculas apresentam conformagdes
conservadas, contendo uma a-hélice na extremidade N-terminal (a1) seguida por quatro folhas-
B (B1, B2, B3 e B4) e, finalmente, duas a-hélices (02 € a3) na extremidade C-terminal (Figura
2A e 2B) (HOESS et al., 1993; YANG et al., 2009). Essas estruturas secundarias apresentam
tamanhos distintos, sendo al e a2 maiores que a3 e B2 e 3 maiores que 1 e B4 (Figura 2A e

2B).

Figura 2. Caracteristicas estruturais e espectro de atividade dos ALFs.
A B

N S

al p1 p2 B3 B4 a2 a3

Espectro de atividade

Bactérias Bactérias Fungos filamentosos

it . i Protozodrios
Gram-positivas Gram-negativas e leveduras Virus

(A) Desenho esquematico da estrutura primaria do peptideo maduro dos ALFs. As a-hélices estdo destacadas em
vermelho, as folhas- em azul e as ligagdes dissulfeto em amarelo. As regides N- e C-terminal estdo sendo
representadas por N e C, respectivamente. (B) Estrutura terciaria de ALFPm3 de P. monodon completo (esquerda)
e do seu dominio S-hairpin (direita) (PDB: 2JOB). (C) Representagio do espectro de atividade antimicrobiana dos
ALFs. Essa familia apresenta atividade contra os microrganismos destacados. Os microrganismos sobrepostos por
“X” indicam que os ALFs ndo possuem atividade contra as espécies de protozoarios testadas.

Em camardes peneideos, os ALFs compreendem uma familia muito diversa, sendo
dividida em sete membros (Grupos ALF-A a ALF-G) de acordo com assinaturas aminoacidicas
proprias (MATOS et al., 2018). Outro fator que difere esses Grupos ¢ a sua carga: enquanto
que os ALFs dos Grupos A, D, E e G sdo anidnicos (p/ = 5,02 — 7,09), os demais Grupos (B, C
e F) sdo cationicos (p/ = 7,98 — 10,29). Os ALFs compdem uma familia multigénica na qual
cada membro ¢ codificado por um gene. Apesar de serem codificados por genes distintos, esses
genes compartilham de uma organizagdo estrutural semelhante, sendo compostos por trés éxons
separados por dois introns (MATOS et al., 2018). Diferentemente das peneidinas, os membros
de ALFs nao sdo espécie-especificos. Os sete membros de ALFs estao amplamente distribuidos

entre as espécies de camardes peneideos, sugerindo que a diversificacdo dessas moléculas
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ocorreu antes da especiagdo dessas espécies (MATOS et al., 2018). Os ALFs apresentam um
amplo espectro de atividade devido a capacidade da regido S-hairpin reconhecer diferentes
componentes microbianos (MATOS et al., 2018). Os membros dessa familia apresentam
atividade contra bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas, fungos filamentosos e virus
envelopados (DESTOUMIEUX-GARZON et al.,, 2016). A atividade antimicrobiana de
ALFPm3 também foi avaliada contra protozoarios de interesse clinico, mas essas moléculas
ndo demonstraram atividade antiparasitdria (LOFGREN et al., 2008). Os ALFs possuem um
papel primordial no controle da microbiota presente na hemolinfa de camardes, uma vez que
seu silenciamento pos-transcricional leva a proliferacdo da microbiota, resultando na morte
desses animais (PONPRATEERP et al., 2012; WANG et al., 2014). Assim como as peneidinas,
os ALFs também sdo expressos nos hemocitos circulantes. Contudo, algumas evidéncias
indicam que alguns membros dessa familia também sdo expressos em outros tecidos, como o

trato gastrointestinal (MATOS et al., 2018)

1.4. Crustinas

As crustinas foram originalmente identificadas a partir dos hemdcitos do caranguejo
Carcinus maenas como um peptideo antibacteriano de 11,5 kDa (RELF et al., 1999).
Posteriormente, homoélogos do peptideo de C. maenas foram identificados e caracterizados em
camardes peneideos e o termo crustina foi estabelecido para essa familia (BARTLETT et al.,
2002). Elas compdem uma familia de AMPs majoritariamente catidnicos que possuem um
peptideo sinal seguido por um peptideo maduro que contém, pelo menos, um dominio WAP
(Whey Acidic Protein) em sua extremidade C-terminal (Figura 3A) (SMITH et al., 2008). Esse
dominio possui cerca de 50 residuos aminoacidicos, dos quais oito sdo residuos conservados de
cisteina. Esses residuos conservados de cisteina estdo engajados em quatro ligagdes dissulfeto,
formando uma estrutura chamada de four-dissulfide core (4 DSC) (RANGANATHAN et al.,
1999). O dominio WAP ¢ caracteristico da familia das crustinas, mas ndo ¢ exclusivo desses
AMPs, estando presente em outras classes de proteinas expressas em nematddeos, moluscos e,
principalmente, em mamiferos (SMITH, 2011). Apesar de as estruturas tridimensionais de
proteinas contendo o dominio WAP terem sido resolvidas (GRUTTER et al., 1988; TSUNEMI
et al., 1996), a conformacao tridimensional das crustinas ainda ndo foi determinada (Figura

3B).
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Figura 3. Caracteristicas estruturais e espectro de atividade das crustinas.
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(A) Desenho esquematico da estrutura primaria dos peptideos maduros das crustinas. As regides N- e C-terminal
estdo sendo representadas por N e C, respectivamente. (B) A conformacgao tridimensional desconhecida das
crustinas esta sendo representada por uma estrutura terciaria nio relacionada sobreposta por “?”” (C) Representagio
do espectro de atividade antimicrobiana das crustinas. Essa familia apresenta atividade contra os microrganismos
destacados. O simbolo “?” indica que a atividade contra os microrganismos sobrepostos ndo foi avaliada.

Virus Protozoarios

As crustinas estdo divididas em quatro grupos, denominados de Tipos I a IV (Figura
3A). Esses grupos sao classificados de acordo com a presenga ou auséncia de determinados
dominios entre a extremidade N-terminal e o dominio WAP do peptideo maduro
(DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2016). As crustinas do Tipo I apresentam um dominio rico
em residuos de cisteinas (4 residuos) na extremidade N-terminal e um tnico dominio WAP na
extremidade C-terminal (Figura 3A). As crustinas do Tipo II sdo semelhantes as do Tipo I, mas
elas também possuem um dominio hidrofobico rico em residuos de glicina na extremidade N-
terminal (Figura 3A). Além disso, as crustinas do Tipo Il podem ser divididas em dois subtipos
(ITa e IIb) de acordo com assinaturas aminoacidicas especificas (BARRETO et al., 2018).
Diferente das crustinas do Tipo I e II, as crustinas do Tipo III ndo apresentam dominios na
regido N-terminal, sendo caracterizadas por possuirem apenas o dominio WAP (Figura 3A).
Por essa razdo, elas também sdo conhecidas como Single WAP domain-containing proteins
(SWD). As crustinas do Tipo IV, por sua vez, apresentam dois dominios WAP, sendo chamadas
de Double WAP domain-containing proteins (DWD).

Os membros dessa familia apresentam atividade antimicrobiana majoritariamente
contra bactérias Gram-positivas, mas também contra bactérias Gram-negativas, fungos

filamentosos e leveduras (DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2016). Apesar de apresentar
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baixa atividade antimicrobiana in vitro contra bactérias Gram-negativas, estudos in vivo
mostraram o envolvimento desses efetores nas respostas contra bactérias do género Vibrio
(SHOCKEY et al., 2009). As crustinas possuem outras fungdes bioldgicas além da atividade
antimicrobiana, sendo AMPs multifuncionais que possuem atividade antiproteolitica e que
estdo envolvidos na aglutinagdo de bactérias, regeneracgao tecidual, ecdise e estresse fisiologico
(SMITH, 2011). Em camardes peneideos, as crustinas sdo expressas majoritariamente nos
hemocitos granulares e semi-granulares. Interessantemente, apenas 50% dos hemdcitos
granulares e semi-granulares do camardo Farfantepenaeus paulensis produzem crustinas do
Tipo II, indicando que essas moléculas sdo produzidas por subpopulacdes especificas

(BANDEIRA et al., 2020).

1.5. Stylicinas

A familia das stylicinas foi caracterizada em 2010, sendo a ultima familia descrita em
camardes peneideos e a menos estudada (ROLLAND et al., 2010). Elas foram identificadas a
partir de um estudo transcritomico que identificou um painel de genes associados a capacidade
de camardes (Litopenaeus stylirostris) de sobreviverem a infec¢des bacterianas (DE
LORGERIL et al., 2005). Essas moléculas sdo compostas por peptideos exclusivamente
anionicos que possuem um peptideo sinal seguido por um peptideo maduro contendo uma
regido N-terminal rica em residuos de prolina e arginina ¢ uma regido C-terminal com 13
residuos conservados de cisteina (Figura 4A) (ROLLAND et al., 2010). Assim como as
crustinas, as stylicinas ndo tiveram a sua estrutura tridimensional resolvida (Figura 4B).

Essa familia ¢ exclusiva de camardes peneideos, tendo sido identificada apenas nos
camardes L. stylirostris, M. japonicus, L. vannamei, Fenneropenaeus penicillatus ¢ P. monodon
(FARIAS et al., 2019). Enquanto que apenas um membro das stylicinas foi identificado nos
géneros Marsupenaeus, Fenneropenaeus € Penaeus, o género Litopenaeus apresenta dois
membros: STY1 e STY2. E provavel que STY1 e STY2 sejam genes paralogos que surgiram a
partir de um evento de duplicagdo génica antes da especiagcdo do género Litopenaeus (FARIAS
et al., 2019). Além disso, o numero de copias génicas de STY1 e STY2 ¢ variavel em L.
vannamei, sugerindo que esses membros sofreram eventos de duplicacdo independentes apds a
divergénciaentre STY1 e STY2 (FARIAS et al., 2019). Apesar disso, as stylicinas identificadas
nos géneros Litopenaeus, Penaeus e Marsupenaeus apresentam uma estrutura génica

semelhante: dois éxons separados por um intron (FARIAS et al., 2019).
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Figura 4. Caracteristicas estruturais e espectro de atividade das stylicinas.
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(A) Desenho esquematico da estrutura primaria dos peptideos maduros das stylicinas. As regides N- e C-terminal
estdo sendo representadas por N e C, respectivamente. (B) A conformagdo tridimensional desconhecida das
stylicinas estd sendo representada por uma estrutura tercidria nio relacionada sobreposta por “?” (C)
Representacdo do espectro de atividade antimicrobiana das stylicinas. Essa familia apresenta atividade contra os
microrganismos destacados. Os microrganismos sobrepostos por “X” ou “?” indicam que as stylicinas ndo
possuem atividade contra as espécies de bactérias testadas ou a atividade ndo foi avaliada, respectivamente.

Até o momento, a atividade antimicrobiana das stylicinas foi avaliada apenas contra
fungos e bactérias, apresentando atividade restrita contra o fungo filamentoso Fusarium
oxysporum (Figura 4C) (ROLLAND et al., 2010). Apesar disso, essas moléculas também
apresentam capacidade de ligagdo a LPS e de aglutinagdo de bactérias Gram-negativas
(ROLLAND et al., 2010), sugerindo um envolvimento nas respostas de defesas in vivo. Assim
como as outras familias de AMPs de camardes peneideos, a expressao das stylicinas € detectada
majoritariamente nos hemocitos circulantes (LIU et al., 2015). Contudo, as stylicinas também
sdo expressas nas células epiteliais do intestino médio de camardes, sendo esse o unico registro
de AMPs de camardes peneideos produzidos em outras células além dos hemocitos (FARIAS
etal., 2019). A producdo das stylicinas por células do intestino médio sugere uma participagao

desses efetores nas respostas intestinais de defesa de camardes (FARIAS et al., 2019).

1.6. Potencial biotecnolégico e prospeccao de novos AMPs

Os AMPs se destacam como moléculas com potencial biotecnologico devido ao seu
amplo espectro de atividade, sua diversidade e suas propriedades multifuncionais (GUANI-
GUERRA et al., 2010). Além disso, o mecanismo de acdo dessas moléculas sobre componentes

fundamentais das bactérias torna o surgimento de microrganismos resistentes menor (GUANI-
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GUERRA et al., 2010). Apesar disso, o surgimento de microrganismos resistentes a AMPs ¢
possivel através do desenvolvimento de mecanismos complexos de resisténcia, os quais, em
alguns casos, podem ser contornados pela modificacao de residuos aminoacidicos especificos
dos AMPs (BECHINGER; GORR, 2017). Nesse sentido, essas moléculas podem ser usadas
como uma alternativa aos antibidticos convencionais para combater microrganismos
resistentes, que sdo um grande problema de saude publica mundial (MCKENNA, 2013). Além
disso, os AMPs podem ser utilizados como marcadores moleculares para a selecdo de animais
mais resistentes a infec¢des microbianas. Portanto, o estudo dessas moléculas se torna
interessante especialmente em organismos que movimentam um grande volume de capital,
como os camardes peneideos.

Novos AMPs podem ser identificados por diferentes abordagens. A principal
abordagem para a identificacdo de novas familias de AMPs consiste na identificagdo dessas
moléculas a partir de extratos proteicos com atividade antimicrobiana (SPERSTAD et al.,
2011). Uma vez que o peptideo ¢ isolado do extrato proteico, ele pode ser sequenciado por
diferentes métodos bioquimicos e comparado com bancos de dados existentes. Contudo, essas
técnicas podem ser muito laboriosas (AMARAL et al.,, 2012) e a identificacdo por essa
abordagem pode ser afetada por multiplos fatores, como variagdes geograficas e sazonais,
diferenca nos estagios de vida, sexo do organismo e status fisioldgico dos organismos
(SPERSTAD et al., 2011). Além disso, a concentra¢do dessas moléculas pode ser muito baixa
em algumas espécies (SPERSTAD et al., 2011) e, consequentemente, ¢ preciso uma grande
quantidade de organismos para se obter quantidades suficientes de peptideos (PETTIT et al.,
1987).

Alternativamente, AMPs conhecidos podem ser usados para a identificagdo de
sequéncias homologas em bancos de dados ndo anotados, como o Expressed Sequence Tags
(ESTs) database (BARTLETT et al., 2002; GROSS et al., 2001). Essa abordagem ¢ a mais
utilizada atualmente devido a sua facilidade e alta taxa de sucesso (PATRZYKAT; DOUGLAS,
2003; SPERSTAD et al., 2011). A busca por sequéncias homologas tem expandido muito as
familias conhecidas de AMPs, aumentando o conhecimento sobre a diversidade dessas
moléculas e revelando os seus dominios conservados. Essa abordagem pode aumentar o
conhecimento sobre as familias existentes, mas dificilmente ira revelar familias nunca descritas
(SPERSTAD et al., 2011). Outra alternativa promissora ¢ a identificacdo de novos AMPs
através de andlises computacionais (FINGERHUT et al., 2020). Esses softwares analisam
bancos de dados a procura de potenciais AMPs, baseando-se nas caracteristicas fisico-quimicas

de AMPs previamente descritos na literatura (AMARAL et al., 2012). Uma vez que as
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principais caracteristicas dos AMPs sdo conhecidas, a busca dessas semelhangas através de
analises in silico € uma abordagem que pode abreviar a identificacdo e caracterizacdao de novas
familias de AMPs (AMARAL et al., 2012).

Devido ao seu potencial biotecnologico, um grande nimero de AMPs foram
caracterizados, contudo, at¢é mesmo a grande diversidade conhecida de AMPs parece
demonstrar que a variedade dessas moléculas ¢, possivelmente, muito maior (LAZZARO;
ZASLOFF; ROLFF, 2020). Isso pode ser ilustrado pelo fato de que apenas 16% dos AMPs
descritos pertencem aos artropodes, apesar de os artropodes constituirem mais de 60% das
espécies do planeta (LAZZARO; ZASLOFF; ROLFF, 2020). Dito isso, apenas quatro familias
de AMPs codificadas por genes foram identificadas em camardes peneideos, mas a busca por
novas familias ¢ fundamental nesse grupo, uma vez que o entendimento do sistema imune
desses animais pode auxiliar na carcinicultura ¢ no desenvolvimento de antibioticos

alternativos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Realizar a identificagdo e a caracterizagdo molecular e funcional de uma nova familia

de peptideos antimicrobianos de camardes peneideos.

2.2. Objetivos especificos
- Prospectar potenciais novos AMPs em bancos transcritdomicos de camardes
peneideos;
- Determinar o espectro de atividade antimicrobiana de peptideos produzidos em
sistema recombinante;
- Realizar a caracterizacdo molecular das sequéncias obtidas (genes e transcritos) e
definir suas relacdes filogenéticas;
- Determinar a distribuigdo da expressdo génica nos diferentes tecidos de camardes
juvenis;
- Caracterizar o perfil transcricional frente a infeccdes por patdogenos de interesse

aquicola.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Prospeccao de novos peptideos antimicrobianos

A prospeccao de potenciais novos AMPs foi realizada através de buscas por sequéncias
sem anotac¢do génica e com func¢do desconhecida provenientes de um estudo transcritdmico que
identificou um painel de genes associados a capacidade de camardes (L. stylirostris) de
sobreviverem a infecgdes bacterianas (DE LORGERIL et al., 2005). Para isso, as sequéncias
aminoacidicas deduzidas recuperadas desse estudo foram analisadas no programa CAMPrs3
(http://camp.bicnirrh.res.in/predict/) utilizando os algoritmos SVM, random forest, artificial
neural network e discriminant analysis. As sequéncias também foram analisadas utilizando a
ferramenta de predicdo de AMPs do Antimicrobial Peptide Database (APD). Esses programas
analisam as sequéncias quanto a presenca de propriedades moleculares inerentes a AMPs
classicos, como baixa massa molecular (até¢ 15 kDa) e cationicidade, presenca de componentes
estruturais tipicos (peptideo sinal e pro-dominios, estrutura secundaria em alfa-hélice e presenca
de determinadas assinaturas aminoacidicas) e o potencial de interacdo com componentes

microbianos.

3.2. Animais e coleta dos tecidos

Neste trabalho foram utilizados camardes juvenis (10 £ 1 g) da espécie L. vannamei,
os quais foram cedidos pelo Laboratorio de Camardes Marinhos (UFSC/CCA/LCM). Os
animais foram mantidos em aquarios contendo aproximadamente 100 L de 4gua salgada, com
aeragdo constante e com renovacao diaria da 4gua de 50%. A temperatura da dgua foi mantida
em 26 °C e os animais foram alimentados duas vezes ao dia com racao comercial. Os animais
foram aclimatados por um periodo minimo de sete dias antes da realizagdo dos experimentos.
Para obtencao dos hemdcitos, a hemolinfa foi extraida na presenca de solucdo anticoagulante
(Solugao de Alsever Modificada ou MAS: 115 mM glicose, 336 mM NaCl, 27 mM citrato de
sodio, 9 mM EDTA, pH 7,2), centrifugada (800 xg por 10 min a 4 °C) e o precipitado celular
resultante suspendido em 1 mL de TRIzol (Thermo Fisher Scientific). Em seguida, os camardes
foram sacrificados para coleta dos seguintes tecidos/6rgdos: branquias, hepatopancreas,
estdmago, intestino médio, intestino posterior, musculo, cordao nervoso e pedunculo 6tico. As
amostras foram lavadas em solugdo Tris-NaCl (10 mM Tris, 330 mM NaCl, pH 74) e

maceradas na presenga de 1 mL de TRIzol.
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3.3. Infeccdes experimentais

As infecgdes experimentais foram realizadas com trés patdgenos de interesse aquicola:
a bactéria Gram-negativa Vibrio harveyi, o fungo filamentoso Fusarium solani e o virus da
Sindrome da Mancha Branca (WSSV) (Figura 5). Para a infecgao bacteriana, os animais foram
injetados intramuscularmente com 100 pL de um in6culo contendo 6x107 unidades formadoras
de colonia (UFC) de Vibrio harveyi ATCC 14126. Como controle da infec¢do bacteriana, foram
utilizados animais injetados com agua do mar filtrada. Para a infec¢ao fingica, os animais foram
injetados intramuscularmente com 50 pL de um indculo contendo 5%10° esporos de F. solani.
Como controle dessa infecdo, foram utilizados animais injetados com solucao Tris-NaCl
filtrada. Finalmente, para a infecgdo viral, os animais foram injetados intramuscularmente com
50 uL de um in6culo contendo 1,3x107 particulas do WSSV. Como controle da infec¢io viral,
foram utilizados animais injetados com 50 pL de um macerado muscular de camardes livres de
WSSV. Apos o periodo de 48 h, a hemolinfa dos animais (3 pools por condi¢ao) foi extraida e
os hemocitos foram utilizados para extracdo de RNA total e sintese de cDNA. Para todas as
condi¢des experimentais, foram utilizados como controle animais ndo manipulados (grupo

naive).

Figura 5. Esquema ilustrativo do desenho experimental das infec¢cdes microbianas.

Pré-infeccio @ Pés-infeccio

Oh
Infeccéio intramuscular

V. harveyi (6x10°7 UFC/animal; n=15)
F solani (5%10° esporos/animal; n=9)
WSSV (1,3x107 particulas virais/animal; n=9)

- 7 dias
Inicio da aclimatacio

48 h
Coleta da hemolinfa

A linha temporal ndo apresenta uma escala de tempo real.

3.4. Extracdo de RNA e sintese de cDNA

As amostras conservadas em TRIzol foram submetidas a extragdo com cloroférmio e
isopropanol. Foi adicionado cloroférmio as amostras (1:5, v/v) que foram agitadas
vigorosamente por inversdo. Entdo, as amostras foram incubadas por 3 min a temperatura
ambiente, centrifugadas (12.000 xg por 15 min a 4 °C) e a fase liquida contendo o RNA total
foi transferida para um novo microtubo. O RNA total foi precipitado com isopropanol (1:1,
v/v), lavado com etanol 75% e suspendido em 4gua livre de DNases/RNases. Para eliminacao

de DNA sobressalente, as amostras foram incubadas com 1 U da enzima DNase I (Thermo
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Fisher Scientific) por 30 min a 37 °C. A enzima foi inativada a 65 °C por 10 min na presenga
de 4,5 mM EDTA e as amostras foram precipitadas com acetato de sédio (0,3 M, pH 5,5) e
isopropanol (1:1, v:v). A quantificacdo e andlise de pureza das amostras de RNA total foi
avaliada por espectrofotometria (NanoVue Plus) e a integridade foi confirmada em gel de
agarose (1,5%) corado com brometo de etidio.

Finalmente, o RNA foi reversamente transcrito em cDNA utilizando a enzima
RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific). Para isso, reagdes de 20 pL
contendo 1 pg de RNA total e 0,5 pg de oligo(dT)i2-18 foram incubadas por 5 min a 65 °C e,
em seguida, por 2 min a 4 °C. Entdo, foi adicionado as reacdes 200 U da RevertAid Reverse
Transcriptase, 0,5 mM de dNTP Mix e 20 U da enzima RiboLock RNase Inhibitor (Thermo
Scientific). As amostras foram incubadas a 42 °C por 60 min e a enzima inativada a 65 °C por

15 min.

3.5. Clonagem molecular e sequenciamento nucleotidico

Para a clonagem molecular, foram realizadas reagdes de transcricao reversa seguida
de PCR (RT-PCR). As reacdes de RT-PCR foram realizadas num volume de 15 pL contendo 2
mM MgCly, 0,4 mM dNTP Mix, 0,2 uM dos iniciadores especificos para Litvan KAMI1
(Quadro 1), 1 U da enzima Taq DNA polymerase (Sinapse Inc) e 1 pL. de cDNA de hemdcitos.
As reagOes de amplificacao foram realizadas nas seguintes condi¢des: desnaturagao inicial a 95
°C por 10 min, seguida de 40 ciclos de desnaturagao a 95 °C por 45 s, hibridizagdo a 58 °C por
45 s, extensdo a 72 °C por 30 s e extensao final a 72 °C por 5 min. Os produtos de amplificagdo
foram avaliados em gel de agarose 1,5% corados com brometo de etidio. Os produtos de
amplificacdo de tamanho esperado foram ligados ao vetor pCR 2.1-TOPO TA (Thermo Fisher
Scientific). A reacdo de ligacao foi feita em um volume final de 6 pL contendo 1 pL de produto
de reacdo e 10 ng do plasmideo pCR 2.1-TOPO TA. As reagdes foram incubadas por 5 min a
temperatura ambiente.

Os plasmideos recombinantes foram utilizados para a transformagdo de bactérias
Escherichia coli DH5a célcio-competentes por choque térmico (42 °C por 45 s, seguido de uma
incubacao no gelo por 2 min). Em seguida, as bactérias foram incubadas sob agitacdo em meio
SOC (Super Optimal broth with Catabolite repression: 2% triptona, 0,5% extrato de levedura,
0,05% NaCl, 250 mM KCI, 2 M MgCl,, 20 mM glicose, pH 7,2) por 90 min a 37 °C. Apds
incubacao, 200 pL da suspensdo bacteriana foram semeados em meio LB (Lysogenic Broth:
1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 1% NaCl, pH 7,2) acrescido de agar (15 g/L), contendo
ampicilina (50 pg/mL) e X-GAL (20 pg/mL). As placas foram incubadas por 24 h a 37 °C.
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Entdo, colonias de coloragdo branca foram selecionadas para confirmagdo do inserto no
plasmideo por PCR-colony. As reagdes de PCR-colony foram realizadas em um volume final
de 10 pL contendo esfregaco bacteriano, 2 mM MgCl, 0,4 mM dNTP Mix, 0,2 uM dos
iniciadores M13 (Promega) e 1 U da enzima Taq DNA polymerase (Sinapse Inc). As reacdes
de amplificagdo foram realizadas nas seguintes condi¢des: desnaturagdo inicial a 95 °C por 15
min, seguida de 30 ciclos de desnaturagdo a 95 °C por 1 min, hibridizagdo a 56 °C por 1 min,
extensdo a 72 °C por 1 min e extensdo final a 72°C por 5 min. Os plasmideos positivos para o
inserto foram submetidos a extragdo utilizando o kit Wizard Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega) e, posteriormente, suspensos em agua livre de DNases/RNases.
Por fim, a quantificacdo e analise de pureza dos plasmideos foi avaliada por espectrofotometria
(NanoVue Plus).

Os plasmideos contendo o inserto de interesse foram sequenciados em ambas as
diregdes pelo método de Sanger. Para isso, foram preparadas reagdes com um volume final de
10 uL, contendo 1 pL do reagente BigDye Terminator (Thermo Fisher Scientific), 1,5 uL. do
tampdo de sequenciamento 5x (Thermo Fisher Scientific), 5 pM do iniciador M13 senso ou
antissenso (Promega) e 700 ng de plasmideo. As reacdes de sequenciamento foram realizadas
nas seguintes condi¢des: desnaturagdo inicial a 96 °C por 10 s, seguida de 25 ciclos de
desnaturagdo a 96 °C por 10 s, hibridizag¢do a 50 °C por 5 s e extensao a 60 °C por 4 min. Entdo,
os produtos das reagdes foram precipitados em etanol e as sequéncias nucleotidicas foram
determinadas.

Um dos plasmideos recombinantes, contendo a sequéncia de interesse (sequéncia
correspondente ao peptideo maduro de Litvan KAM1), foi subclonado no plasmideo pET-28a
(Novagen). Para isso, o plasmideo recombinante e o vetor pET-28a foram linearizados com as
enzimas de restri¢ao Ndel e Nhel (Thermo Fisher Scientific). As reagdes de linearizagao foram
feitas em um volume final de 20 uL contendo 1x do tampao Tango (Thermo Fisher Scientific),
1 U de cada enzima de restricdo e 2 pug de plasmideo. As reagdes foram incubadas a 37 °C por
1 h e, apds linearizagdo, as enzimas foram inativadas a 65 °C por 20 min. O inserto foi
purificado apos eletroforese em gel de agarose e o inserto e o vetor pET-28a foram ligados
através de uma reagdo de ligagdo. A reacado foi realizada em um volume final de 10 puL contendo
50 ng do plasmideo pET-28a, 50 ng do inserto purificado e 3 U da enzima T4 DNA Ligase,
sendo que a reagdo foi incubada overnight a 4 °C. Entdo, o plasmideo pET-28a contendo a
sequéncia de interesse foi utilizado para transformacao de bactérias E. coli BL21 (DE3) por
choque térmico. Essas bactérias foram selecionadas em meio LB contendo canamicina (50

png/mL) e a técnica de PCR-colony foi efetuada para confirmar a presenca do inserto no
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plasmideo, o qual foi extraido por lise alcalina e sequenciado em ambas as dire¢des, conforme

descrito anteriormente.

Quadro 1. Sequéncias dos iniciadores utilizados neste estudo.

Gene Referéncia Iniciadores 5°- 3’ Amplicon | Eficiéncia

Expressdo recombinante
S: CATATGCAGTTCTCTTGGTCAAGCAAC

Litvan KAMI Presente estudo AS: GCTAGCTCATCACTTGCCAGTCACA ~— >20PP -
Analises de expressio génica
IvActin! S: TAATCCACATCTGCTGGAAGGTGG 846 pb )
¢ WANG; CHANG; CHEN, 2007 AS: TCACCAACTGGGATGACATGG p
. 5 S: CCACGAGACCACCTACAAC
LvActin - 142 pb
WANG; CHANG; CHEN, 2007 AS: AAGCGAGGGCAGTGATTTC 98,3%
S: TGGCTGTGAACAAGATGGACA
2
LvEFla DE LA VEGA et al., 2008 AS: ATTGTAGCCCACCTTCTTGACG 103 pb 97,2%
S: AGCAGATACCCTTGGTGAAG
2 0,
LvRpS6 GONCALVES et al., 2014 AS: AGATGCAACCACGGACTGAC 193 pb 98,8%
LvRpS3A2 DE LA VEGA et al., 2008 $: GGCTTGCTATGGTGTGCTCC 101 pb 97,4%

AS: ATCATGCTCTTGGCTCGCTG

. 12 S: GATGTTCCTGGCGGTGGTC N
Litvan KAM1 Presente estudo AS: GTCCACCGTATTGCTCTACA 134 pb 98,6%

S: GATGTTCCTGGCGGTGGTC
: 1.2 0
Litvan KAM2 Presente estudo S: TTCTCCACCGATTTGTGTTATG 166 pb 100%

O sublinhado indica os sitios de restri¢do das enzimas Ndel (iniciador senso) e Nhel (iniciador antissenso).
'Iniciadores para as analises de distribui¢do da expressdo génica por RT-PCR.

’Iniciadores para as analises de expressdo génica por RT-qPCR.

S: iniciador senso; AS: iniciador antissenso.

3.6. Expressao heterologa em sistema procarionte

As bactérias E. coli BL21 (DE3) contendo o plasmideo recombinante foram cultivadas
em 3,5 L de meio LB a 37 °C até atingirem uma densidade optica (DOgoo) entre 0,5 e 0,6. Entdo,
a expressdo heterdloga foi induzida com 1 mM de IPTG (isopropyl p-D-1-
thiogalactopyranoside) e a suspensdo bacteriana foi mantida sob agitagdo por 4 h a 37 °C. As
bactérias foram centrifugadas (10.000 xg por 20 min a 4 °C), o sobrenadante descartado e o
precipitado bacteriano suspendido em 70 mL de tampao de lise (50 mM Na,HPO4, 300 mM
NaCl, 6 M cloreto de guanidina e 5 mM imidazol, pH 9). Apds sonicagdao com amplitude de
40% (trés repeti¢des de 30 s com 1 min de intervalo), o peptideo recombinante foi purificado
por cromatografia de afinidade metdlica usando agarose Ni-NTA (QIAGEN). Para isso, 7 mL
de agarose Ni-NTA (QIAGEN) foram adicionados a amostra que ficou sob agitacao overnight
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a 4 °C. Apos periodo de incubacgdo, a amostra foi centrifugada (800 Xg por 2 min), o
sobrenadante descartado e 20 mL de tampao de lavagem (50 mM Na,HPO4, 300 mM NaCl, 6
M cloreto de guanidina e 5 mM imidazol, pH 9) foram adicionados a amostra, a qual ficou sob
agitacdo por 2 min a temperatura ambiente. Apds lavagem, a amostra foi centrifugada (800 xg
por 2 min) e o sobrenadante descartado. A etapa de lavagem foi efetuada trés vezes.

Para elui¢do do peptideo, 5 mL de tampao de elui¢do (50 mM Na,HPO4, 300 mM
NaCl, 6 M cloreto de guanidina e 1 M imidazol, pH 9) foram adicionados a amostra, a qual
ficou sob agitacdo por 5 min a temperatura ambiente. Entdo, a amostra foi centrifugada (800 xg
por 2 min) e o sobrenadante recuperado. As amostras passaram pelo cartucho Sep-Pak® Vac
C18 (Waters) e foram eluidas usando um gradiente de concentragdes de acetonitrila acidificada
(0,05% acido trifluoroacético) variando de 10-80%. Todas as fragdes proteicas foram avaliadas
em gel SDS-PAGE 18% apods eletroforese. A acetonitrila foi evaporada utilizando o
equipamento Speedvac (Thermo Fisher Scientific) e as amostras foram congeladas liofilizadas
a -80 °C. Entdo, o peptideo recombinante foi suspenso em agua ultra pura e a sua concentragao
foi quantificada utilizando o kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific) com base
numa curva padrao de albumina sérica bovina. A quantificagao foi realizada em microplacas de
96 pocos contendo 25 pL de peptideo recombinante diluido (1:5 e 1:10) e 200 uL de reagente
AB (50:1, v:v). As placas foram incubadas por 30 min a 37 °C e, ap6s incubagdo, a

quantificagdo foi determinada por espectrofotometria (562 nm).

3.7. Avaliacio da atividade antimicrobiana in vitro

A atividade antimicrobiana de rLitvan KAM1 foi avaliada contra as bactérias Gram-
positivas Micrococcus luteus ATCC 4698 e Staphylococcus aureus SG511 e as bactérias Gram-
negativas Escherichia coli SBS363 e V. harveyi ATCC 14126. As bactérias foram cultivadas
em meio LB ou LB-NaCl (Lysogenic Broth-NaCl: 1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 3%
NaCl, pH 7,2) em temperaturas adequadas (Quadro 2). A atividade antimicrobiana de rLitvan
KAM1 foi avaliada pelos testes de concentracdo minima inibitoria (MIC) como previamente
descrito (HETRU; BULET, 1997). Para isso, uma Unica colonia de cada cepa foi posta para
crescer em meio de cultura e temperatura adequados (Quadro 2) e o seu crescimento foi
acompanhado por espectrofotometria. Ao atingir uma densidade 6ptica (DOsoo) entre 0,1 € 0,2,
a cultura bacteriana foi diluida 100 vezes em meio de cultura PB (Poor Broth: 1% triptona, 1%
NaCl, pH 7,2) ou PB-NaCl (Poor Broth-NaCl: 1% triptona, 3% NaCl, pH 7,2) e entdo utilizada

para o teste.
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Os testes foram realizados em microplacas de 96 pogos contendo 90 pL da suspensdo
microbiana diluida e 10 pL de rLitvan KAM1 em diferentes concentragdes (10 a 0,5 uM). Os
experimentos foram realizados em duplicatas e os microrganismos cresceram sob agitacdo por
24 h em temperatura 6tima de crescimento. Os valores de MIC (em uM) foram definidos pela
concentragdo de peptideo capaz de inibir 100% do crescimento microbiano, o qual foi
mensurado por espectrofotdmetro (595 nm). Agua ultrapura (solugio de suspensédo do peptideo)
e ampicilina (10 uM) foram utilizadas como controle negativo e positivo da atividade,
respectivamente. Os pocos em que foi observada inibi¢ao de crescimento foram semeados para
avaliar a concentracao bactericida minima (MBC). Para isso, o contetdo dos pogos foi semeado
em meio de cultura s6lido (LB ou LB-NaCl acrescido de agar 15 g/L), o qual foi incubado por

48 h a temperatura adequada (Quadro 2).

Quadro 2. Bactérias e condi¢des de cultivo.

Microrganismos Meio de cultivo Meio para teste Temperatura

Bactérias Gram-positivas
Micrococcus luteus ATCC 4698 LB PB 30 °C

Staphylococcus aureus SG511 LB PB 37°C

Bactérias Gram-negativas
Escherichia coli SBS363 LB PB 37°C

Vibrio harveyi ATCC 14126 LB-NaCl PB-NaCl 20 °C

3.8. Analise das sequéncias e filogenia

As sequéncias identificadas em L. stylirostris (DE LORGERIL et al., 2005) foram
utilizadas para a busca de ortdlogos em bancos de dados anotados (Nucleotide and Protein
Collection) e nao anotados (Expressed Sequence Tags, Sequence Read Archive, Transcriptome
Shotgun Assembly e Whole Genome Shotgun Contigs) utilizando a ferramenta tBLASTx
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Todas as sequéncias recuperadas foram manualmente
inspecionadas e traduzidas utilizando o programa Expasy Translate Tool
(http://web.expasy.org/translate/). A presenca de peptideo sinal e pro-dominio foi analisada no
programa ProP 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/ProP/). As sequéncias
aminoacidicas também foram analisadas quanto a presen¢a de dominios conservados utilizando
0 programa Conserved Domain Databank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) e as suas propriedades bioquimicas,
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como massa molecular e ponto isoelétrico tedrico (p/), foram determinadas pelo programa
Expasy ProtParam Tool (https://web.expasy.org/protparam/). As sequéncias aminoacidicas

foram alinhadas utilizando o MAFFT versao 7 (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) e as

arvores filogenéticas foram geradas no programa MEGA X (KUMAR et al., 2018) utilizando
o método Maximum Likelihood com 1.000 replicatas (bootstraps) e o modelo Dayhoff.

A organizagdo génica das moléculas foi determinada pela comparagdo entre as
sequéncias de cDNA e as sequéncias genomicas do banco de dados WGS. Para isso, as
sequéncias foram alinhadas utilizando o MAFFT versao 7. O niimero de copias gé€nicas e a
localizagdo dos genes nos scaffolds foram determinadas pela anélise manual do genoma

disponivel do camardo L. vannamei (ZHANG et al., 2019).

3.9. Distribuicio da expressiao génica

A distribuigdo de expressao gé€nica foi determinada pela técnica de RT-PCR em
diferentes tecidos/6rgdos de animais juvenis sadios (hemocitos, branquias, hepatopancreas,
estomago, intestino médio, intestino posterior, musculo, corddo nervoso e pedunculo 6tico). As
reacdes de RT-PCR foram realizadas num volume de 15 pL contendo 2 mM MgCl,, 0,4 mM
dNTP Mix, 0,2 uM dos iniciadores (Quadro 1), 1 U da enzima Taq DNA polymerase (Sinapse
Inc) e 1 pLL de cDNA (diluido 10 vezes). As reacdes de amplificacdo foram realizadas nas
seguintes condicoes: desnaturagdo inicial a 95 °C por 10 min, seguida de 35 ciclos de
desnaturacdo a 95 °C por 30 s, hibridizagdo a 58 °C por 30 s, extensdo a 72 °C por 30 s e
extensdo final a 72 °C por 5 min. A expressdo do gene da B-actina (Quadro 1) foi utilizada
como controle endogeno. Os produtos de amplificacdo foram avaliados em gel de agarose 1,5%

corados com brometo de etidio.

3.10. Transcricao reversa seguida de PCR quantitativa em tempo real

Para determinar o perfil transcricional apo6s as infecgdes experimentais foram
realizadas reagdes de transcricdo reversa seguida de PCR quantitativa em tempo real (RT-
gPCR) no sistema StepOnePlus Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems). As reagdes
foram realizadas num volume final de 15 pL (em duplicatas) na presenca de 1 uL. de cDNA
(diluido 10 vezes), 0,2 uM de cada iniciador (Quadro 1) e 7,5 pLL Maxima SYBR Green/ROX
gPCR Master Mix 2x (Thermo Fisher Scientific). As reagdes foram efetuadas nas seguintes
condig¢des: desnaturacao inicial a 95 °C por 10 min, seguido por 40 ciclos de desnaturagdo a 95
°C por 15 s e hibridizacdo/extensdo a 60 °C por 1 min. A especificidade das reagdes foi

confirmada por anélises de curvas de dissociacao (60-95 °C; 0,3 °C/s) apds as etapas de


https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/
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amplificacdo. A eficiéncia dos iniciadores foi avaliada a partir da amplificagao de uma dilui¢ao
seriada de um pool de todas as amostras de cDNA de acordo com a férmula: E = 10CYslopel_
Para normalizar as analises de expressao génica, foram efetuadas analises de quatro candidatos
a genes de referéncia (LvActin, LvEF1a, LvRpS6 ¢ LVRpS3A) (Quadro 1). A melhor condigdo
referéncia foi determinada utilizando 0 software RefFinder
(https://www.heartcure.com.au/reffinder/). Os niveis de expressio de todos os grupos
experimentais foram calculados utilizando-se como condi¢do calibradora o grupo naive,
conforme a férmula 2249 (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Os graficos de expressio relativa
e os testes estatisticos foram feitos no programa GraphPad Prism 8. Os dados de RT-qPCR
foram submetidos ao teste de analise de variancia (ANOVA), seguido do teste de Tukey para
comparagdes multiplas. A variacdo entre os valores foi considerada significativa quando
observada uma diferenca de expressdo relativa superior a 2 vezes (fold-change) e P<0,05. A
nomenclatura utilizada neste trabalho seguiu as recomendag¢des do MIQE guidelines (Minimum
Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) (BUSTIN et al.,
2009).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Prospec¢ao molecular e analise funcional de novos AMPs em camardes peneideos

Apesar do esfor¢o de diversos grupos de pesquisa na identificacao de novos AMPs em
diferentes organismos, a variedade dessas moléculas parece ser muito maior do que se conhece.
Neste trabalho, o conhecimento acerca da diversidade de AMPs em camardes peneideos foi
expandido através da caracterizagao funcional e molecular de uma nova familia de AMPs. Com
o intuito de reduzir os custos e tempo necessarios para realizar a caracterizacao pelos métodos
classicos, foi utilizado um método de predicao por analises in silico. De forma geral, esses
métodos procuram por moléculas com caracteristicas inerentes a AMPs em bancos de dados
gendmicos ou transcritdbmicos.

A predicdo pode ser feita a partir de diferentes bancos de dados. E possivel utilizar
bancos de dados que abrangem uma grande quantidade de sequéncias, como o banco completo
de ESTs ou o banco completo de proteinas preditas a partir de um genoma. Contudo, esses
bancos contém um nimero muito grande de sequéncias, o que pode dificultar a busca por novos
AMPs. Isso ¢ especialmente problematico quando sdo utilizadas ferramentas manuais que
analisam sequéncias de forma individual, como o0 CAMPR3 e a ferramenta de predi¢do do PDB.
Para contornar esses problemas, utilizar bancos de dados mais restritos que possuem sequéncias
provavelmente associadas com a imunidade dos animais parece uma estratégia mais
promissora. Bons exemplos disso sdo os bancos de dados contendo transcritos de células
imunocompetentes ou de individuos em estados fisiologicos especificos.

Neste trabalho, a predicao de potenciais AMPs foi realizada utilizando um banco
transcritomico proveniente de um estudo que identificou um painel de genes associados a
capacidade de L. stylirostris de sobreviver frente ao patogeno Vibrio penaeicida (DE
LORGERIL et al., 2005). de Lorgeril e colaboradores (2005) utilizaram da técnica de SSH
(Suppression Subtractive Hybridization) para comparar o perfil transcricional entre camardes
capazes e incapazes de sobreviver a uma infec¢ao por V. penaeicida. Nesse painel de genes
foram detectadas, principalmente, duas categorias funcionais: genes relacionados ao sistema
imune e genes associados a proliferacdo hematopoiética. Contudo, 9 sequéncias cujas fungdes
sdo desconhecidas também foram identificadas pelos autores. As andlises pelos softwares
utilizados apontaram que uma dessas sequéncias (GenBank: CV699515) ¢ um potencial AMP
por apresentar caracteristicas bioquimicas inerentes a AMPs classicos. Essa sequéncia codifica
um peptideo sinal (19 aa) seguido por um pro-dominio (14 aa) e um peptideo maduro (105 aa;

MM: 11,26 kDa) cationico (p/: 9,52) sem dominios conservados.
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Interessantemente, o estudo de de Lorgeril e colaboradores (2005) foi usado
posteriormente para a caracterizagao de uma familia de AMPs (ROLLAND et al., 2010). Dentre
as sequéncias associadas a capacidade dos camardes sobreviverem a infecg¢oes, foi identificada
uma sequéncia rica em residuos de cisteina e prolina (DE LORGERIL et al., 2005). Essa
sequéncia apresentou identidade com proteinas provenientes de camundongos e, inicialmente,
foi denominada “cryptdin-like”. Foi identificado que a abundancia transcricional dessas
moléculas era muito superior em animais capazes de sobreviver ao V. penaeicida em relagao
aos animais incapazes (DE LORGERIL et al., 2005). Posteriormente, Rolland e colaboradores
(2010) realizaram a caracterizacdo funcional dessas moléculas e constataram que elas
compreendiam uma nova familia de AMPs de camardes peneideos, a qual foi denominada de
stylicina. Isso ressalta o potencial desse banco de dados para a identificagdo de novos efetores
imunoldgicos e o potencial da sequéncia apontada como um possivel AMP pelos softwares de

predicao.

Figura 6. Etapas da purificacdo do peptideo recombinante.
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SDS-PAGE ap6s eluigdo das amostras imobilizadas em resina Ni-NTA. As elui¢des 1, 2 e 3 estdo representadas
por E1, E2 ¢ E3, respectivamente. Ni: Perfil das proteinas que permaneceram ligadas a resina Ni-NTA apos
eluicdo. M: marcador molecular.

Para determinar se a sequéncia identificada neste estudo (GenBank: CV699515)
corresponde de fato uma nova familia de AMPs, a sua atividade antimicrobiana foi avaliada in
vitro utilizando peptideos produzidos em sistema recombinante. Para isso, um homologo
identificado em L. vannamei (GenBank: GFRP01009775) foi expresso em E. coli BL21 (DE3)
e purificado por cromatografia por afinidade metalica, devido a adi¢do da cauda de histidina na
extremidade N-terminal do peptideo maduro. Apos lavagem, as amostras foram eluidas trés
vezes com tampao (Figura 6), sendo que a maior parte do peptideo foi eluido na primeira

eluicdo (Figura 6). Apesar da maior parte do peptideo de interesse ter sido eluido, parte da
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amostra também ficou retida na resina Ni-NTA (Figura 6). As trés eluicdes foram unidas em
uma amostra, a qual passou pelo cartucho Sep-Pak® Vac C18 (Waters). Entdo, as amostras
foram eluidas com acetonitrila, sendo que a maior parte do peptideo ficou na fracdo de 40% de
acetonitrila), liofilizadas, suspendidas em agua ultra pura, quantificadas e utilizadas para as
analises de atividade antimicrobiana.

Entdo, a atividade antimicrobiana do peptideo recombinante foi avaliada contra
bactérias Gram-negativas ¢ Gram-positivas por ensaios in vitro. Ele foi capaz de inibir o
crescimento das bactérias Gram-positivas M. [luteus A270 (MIC: 2,5-5 uM) e S. aureus SG511
(MIC: 5-10 uM) e da bactéria Gram-negativa E. coli SBS363 (MIC: 5-10 uM), mas ndo de V.
harveyi ATCC 14126 nas concentragdes testadas (Quadro 3). Além disso, ele apresentou
atividade bactericida contra M. luteus A270 (MBC: 2,5-5 uM) e E. coli SBS363 (MBC: 5-10
uM) (Quadro 3).

Quadro 3. Espectro de atividade antimicrobiana de Litvan rKAMI.

Microrganismos MIC MBC
Bactérias Gram-positivas

Micrococcus luteus A270 2,5-5 2,5-5

Staphylococcus aureus SG511 5-10 NA
Bactérias Gram-negativas

Escherichia coli SBS363 5-10 5-10

Vibrio harveyi ATCC 14126 NA NA

Os valores de MIC (concentragao inibitoria minima) e MBC (concentragdo bactericida minima) estdo expressos
em puM. O intervalo representa a maior concentragdo de peptideo em que houve crescimento microbiano e a menor
concentragdo de peptideo capaz de inibir 100% do crescimento microbiano. NA: ndo apresentou atividade in vitro
nas concentragdes testadas.

4.2. Kammaricinas, uma nova familia de AMPs exclusiva de camarodes peneideos

A sequéncia de L. stylirostros (GenBank: CV699515) foi utilizada para identificacao
de homologos em bancos de dados anotados e ndo anotados. Nessas andlises, foram
identificadas 66 sequéncias codificantes completas dessa familia em sete espécies de camardes
peneideos (Farfantepenaeus aztecus, F. penicillatus, L. stylirostris, L. vannamei, Litopenaeus
setiferus, M. japonicus e Penaeus monodon). Além dessas, uma sequéncia incompleta foi
encontrada em Metapenaeus bennettae. Uma sequéncia de M. japonicus também foi encontrada

em bancos de dados anotados (GenBank: LC349927). A sequéncia de M. japonicus ¢
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proveniente de um estudo que relacionou essa molécula com respostas de defesa antivirais, uma
vez que a expressdo da mesma foi induzida apos infecgdes por WSSV (ZHANG et al., 2018).
Contudo, os autores ndo caracterizaram essas moléculas funcionalmente. Nenhuma sequéncia
homologa a sequéncia de L. stylirostris foi encontrada em outros organismos. As sequéncias
encontradas codificam um precursor composto por um peptideo sinal (19 aa) seguido por um
pro-dominio (14-24 aa) e um peptideo maduro (~11 kDa) catidnico (p/ = 8,27-10) sem dominios
conservados (Figura 7A). Alinhamentos multiplos mostraram que elas apresentam uma
assinatura aminoacidica especifica e similaridades variaveis ao longo da molécula (Figura 7B).
Essas moléculas possuem caracteristicas classicas de AMPs, possuindo peptideo sinal, carga
positiva e baixa massa molecular. Além disso, elas apresentaram atividade antimicrobiana in
vitro contra diferentes microrganismos mesmo em baixas concentragdes. Apesar de o
mecanismo de acdo dessas moléculas ser desconhecido, ¢ possivel afirmar que elas
compreendem uma nova familia de AMPs, a qual ¢ exclusiva de camardes peneideos. Por ser
exclusiva de camardes peneideos, elas foram batizadas de kammaricinas (KAM), uma

referéncia a palavra “kdmmaros”, do grego antigo que significa “camardo”.

Figura 7. Estrutura primaria e sequéncia consenso da familia das kammaricinas.

MAXRVMXLAX -ARXAXCXEX XSLGX:- :ELXRXKR QFSWSX QX QXGX:--GHQXVASXK - NXQXVAQX NXNQXVIQGKSKFGPSXQK VXQX GXGXQXQX QKGSIFX XX QHXGEX QK GX
Peptideo sinal Pro-dominio Peptideo maduro
Id: 68,42-100% Id: 45,83-100% Id: 59,05-100%

(A) Representacdo da estrutura primaria das kammaricinas. N e C representam as extremidades N-terminal e C-
terminal, respectivamente. (B) Sequéncia aminoacidica consenso das kammaricinas. Os residuos aminoacidicos
conservados em todas as sequéncias estdo destacados em negrito e “X” representa qualquer aminoacido. Os
residuos carregados positivamente ou negativamente estdo destacados em vermelho e azul, respectivamente. As
linhas indicam as sequéncias do peptideo sinal, pro-dominio e peptideo maduro. Id: Identidade da regido destacada
entre todas as sequéncias.

Aparentemente, as kammaricinas parecem ser exclusivas de camardes peneideos, mas
0 seu surgimento nao foi um evento recente. Os géneros de camardes peneideos podem ser
divididos em dois grandes grupos que se separaram h4 mais de 200 milhdes de anos atras
(KUMAR et al., 2017). Enquanto que o primeiro grupo ¢ denominado Penaeini, o segundo
grupo ¢ dividido em dois grupos: Parapenaeini e Trachypenaeini. Sequéncias de kammaricinas
foram encontradas em diferentes espécies de Penaeini, mas uma sequéncia parcial também foi

encontrada em Metapenaeus, o qual pertence ao taxon Trachypenaeini. Por estarem em ambos
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os clados, ¢ possivel sugerir que essa familia surgiu antes da diversificagdo dos camardes
peneideos, estando presentes em diversas espécies.

Diferentemente dos demais AMPs de camardes peneideos, as kammaricinas nao
apresentam cisteinas em seus peptideos maduros. Esses aminoacidos sao capazes de formar
pontes dissulfeto que trazem rigidez e estabilidade para as proteinas em solug¢do, aumentando a
resisténcia contra degradagdo quimica ou proteolitica (SRIVASTAVA et al., 2020; TAM et al.,
2015). Isso ¢ especialmente importante em proteinas que sao secretadas, uma vez que elas sao
submetidas a condigdes adversas no meio extracelular (NETTO et al., 2007). Ao encontro com
essa ideia, os AMPs de camardes peneideos parecem ser secretados para combater os patégenos
presentes na hemolinfa ou no lumen intestinal (DESTOUMIEUX et al., 2000; FARIAS et al.,
2019).

Outra caracteristica que difere as kammaricinas dos demais AMPs de camardes
peneideos ¢ a presenca de pré-dominio entre o peptideo sinal e o peptideo maduro. Apesar de
o pro-dominio das sequéncias diferenciarem em tamanho e composi¢do aminoacidica, todos
eles terminam com uma arginina seguida por um residuo aminoacidico variavel, uma lisina e
uma arginina, indicando um possivel sitio de clivagem por enzimas do tipo furina. A presenca
de pr6-dominios em moléculas do sistema imune pode ser associada com o local e momento de
atuacdo dessas moléculas. Um exemplo disso ¢ a ativacdo do sistema da pro-fenoloxidase
(proPO), uma das principais respostas imunoefetoras de crusticeos (AMPARYUP;
CHAROENSAPSRI; TASSANAKAIJON, 2013). Esse sistema consiste em uma série de
reacdes quimicas em cascata, sendo que parte dessas reagdes geram moléculas toxicas para os
patogenos. Contudo, essas moléculas também sdo toxicas para os animais e, consequentemente,
essa cascata ¢ muito bem regulada. Muitas enzimas desse sistema sao geradas em sua forma
inativa, sendo ativadas através da remocao dos seus pro-dominios apds o reconhecimento de
microrganismos patogénicos (AMPARYUP; CHAROENSAPSRI; TASSANAKAIJON, 2013).
Dessa forma, as moléculas toxicas sao geradas de forma controlada no local de infecgao.

Outra caracteristica interessante das kammaricinas ¢ a presenga de um residuo
conservado de glutamina na primeira posi¢ao do peptideo maduro. O peptideo maduro das
peneidinas do subgrupo 3 também apresentam uma glutamina na extremidade N-terminal, a
qual sofre uma ciclizagdo em 4acido piroglutamico (pGlu) (DESTOUMIEUX et al., 1997).
Contudo, ensaios in vitro demonstraram que essa modificacdo ndo altera a atividade
antimicrobiana (DESTOUMIEUX et al., 1999). Com isso, Destoumieux e colaboradores (1999)
concluiram que essa modifica¢do pds-traducional parece estar mais associada com o aumento

de estabilidade do peptideo do que com as propriedades bioldégicas da molécula
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(DESTOUMIEUX et al., 1999). Portanto, ¢ possivel sugerir que as kammaricinas também
podem sofrer a ciclizagdo do residuo de glutamina N-terminal em acido piroglutamico (pGlu)

mas que essa modificacdao ndo deve alterar a atividade antimicrobiana in vitro dessas moléculas.

4.3. As kammaricinas formam uma familia génica diversa composta por dois membros
Para compreender melhor a diversidade das kammaricinas, as sequéncias completas
obtidas em bancos de dados anotados € ndo anotados foram traduzidas e os seus peptideos
maduros foram alinhados. Essas sequéncias foram separadas em dois membros distintos
(KAM1 e KAM?2) de acordo com a posi¢do conservada de aminoacidos especificos (Figura
8A). Os peptideos maduros de KAMI1 apresentam 104 ou 106 residuos aminoacidicos (MM:
11,06 — 11,69 kDa) e carga positiva (pl: 8,26 — 9,98). Os peptideos maduros de KAM?2
apresentam 105 residuos aminoacidicos (MM: 11,50 — 11,59 kDa) e sao catidnicos (p/: 9,50 —
10). As sequéncias de KAM1 foram encontradas em L. vannamei, L. setiferus, L. stylirostris,
F. aztecus, P. monodon, M. japonicus ¢ F. penicillatus e as sequéncias de KAM2 foram
encontradas apenas em L. vannamei, L. setiferus e P. monodon (Figura 8B). Essas diferencas
bioquimicas podem resultar em diversas diferencas biolodgicas, como o espectro de atividade e
a distribui¢do de expressao génica. Em L. vannamei, o ALF do Grupo G apresenta um espectro
de atividade maior que o ALF do Grupo E, de acordo com a atividade dos f-hairpins dessas
moléculas (MATOS et al., 2018). Além disso, enquanto que o Grupo G ¢ expresso em maior
abundancia nos estagios finais de desenvolvimento, a expressao do Grupo E reduz ao longo do
desenvolvimento de L. vannamei. Com isso, Matos e colaboradores (2018) sugeriram que os
ALFs do Grupo E podem estar envolvidos com a protecdo durante os estagios larvais, uma vez
que os ALFs do Grupo G nao sdo expressos durante esses estagios, € que os ALFs do Grupo G
estdo envolvidos com a protecdo de L. vannamei juvenis e adultos (MATOS et al., 2018).
Afim de entender as relacdes filogenéticas dessas moléculas, o peptideo maduro das
sequéncias completas foi utilizado para reconstru¢ao de uma arvore filogenética utilizando o
método Maximum Likelihood. Apenas uma sequéncia de KAM1 e KAM2 foi utilizada por
espécie. As isoformas de KAM1 e KAM2 se agruparam em dois clados distintos (Figura 9A).
No clado de KAMI1, as kammaricinas dos camardes peneideos ocidentais (Litopenaeus e
Farfantepenaeus) se agruparam com a kammaricina de F. penicillatus. Esses grupos se
agruparam com o clado contendo a KAMI1 de P. monodon e, por fim, a KAM1 de M. japonicus
ficou como grupo externo desses membros. No clado de KAM2, as sequéncias de L. vannamei

e L. setiferus se agruparam com a KAM2 de P. monodon (Figura 9A).
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Figura 8. Assinatura aminoacidica e distribuigdo de KAM1 e KAM2 em camardes peneideos.
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(A) Os residuos aminoacidicos conservados em todas as sequéncias estdo marcados em preto. Residuos especificos
de KAMI1 estdo destacados na cor amarela e os de KAM2 estdo destacados na cor azul. (B) O diagrama de Venn
ilustra a distribuicdo de KAM1 ¢ KAM2 nas espécies de camardes peneideos.

Sequéncias que codificam KAM?2 foram encontradas em apenas trés espécies, sendo
elas dos géneros Litopenaeus e Penaeus. Contudo, os camardes dos géneros Litopenaeus e
Penaeus sdao evolutivamente mais proximos dos camardes dos géneros Farfantepenaeus e
Fenneropenaeus, respectivamente (Figura 9B) (KUMAR et al., 2017). Isso pode sugerir alguns
eventos evolutivos nesse grupo, sendo que KAM2 pode ter (1) surgido independentemente nos
géneros Litopenaeus e Penaeus, (2) sofrido perda gé€nica nos géneros Farfantepenaeus e
Fenneropenaeus ou (3) estar presente nesses géneros, mas nao ter sido encontrada. Apesar da
grande abundancia de sequéncias completas de KAMI1 (50 sequéncias), poucas sequéncias
completas de KAM2 foram encontradas neste estudo (16 sequéncias). Portanto, ¢ plausivel
supor que KAM?2 pode estar presente em outros géneros de camardes peneideos, mas nao ter

sido adicionada aos bancos de dados até o momento.
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Figura 9. Arvore filogenética resultante dos alinhamentos dos peptideos maduros de KAM1 e
KAM?2 e arvore filogenética dos camardes peneideos que apresentam KAM?2.
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(A) A arvore filogenética das kammaricinas foi reconstruida através do método Maximum Likelihood com 1.000
replicatas (bootstraps) e o modelo Dayhoff. As linhas amarelas e azuis indicam as sequéncias de KAM1 e KAM?2,
respectivamente. (B) A arvore filogenética dos géneros Penaeus, Fenneropenaeus, Litopenaeus e Farfantepenaeus
foi extraida e modificada do projeto Tree of Life (KUMAR et al., 2017). As setas azuis indicam os géneros que
possuem sequéncias de KAM?2.

4.4. As kammaricinas sao geradas a partir de diferentes genes e splicing alternativo

Com o intuito de descobrir se KAM1 e KAM?2 sdo codificadas por diferentes genes, a
organiza¢do gendmica das kammaricinas de L. vannamei foi investigada através da analise
manual do genoma disponivel (GenBank: ASM378908) (ZHANG et al., 2019). Essas anélises
mostraram que as kammaricinas sao codificadas por sequéncias génicas distintas. Enquanto que
KAMI possui quatro copias génicas, KAM?2 possui apenas uma copia génica (Figura 10A).
Duas copias génicas de KAMI e o gene KAM2 foram encontradas no scaffold
LVANscaffold 750 (NW_020872692), sendo que todas estavam no frame negativo (Figura
10A). As outras duas copias gé€nicas de KAMI foram encontradas no scaffold
LVANSscaffold 1255 (NW_020868571), sendo que uma estd no frame negativo e outra no
frame positivo (Figura 10A). Apesar de KAM1 apresentar multiplas copias em L. vannamei,

essas copias codificam peptideos com poucas variagdes aminoacidicas (Figura 10B) Portanto,
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as kammaricinas compdem uma familia multigénica, sendo que cada membro ¢ codificado por

diferentes genes.

Figura 10. Genes de kammaricinas nos scaffolds do genoma de Litopenaeus vannamei e
alinhamento das sequéncias aminoacidicas correspondentes.
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KAM1-3 MTRVMFLAVVAAFAICAEA ASLG-----—=--= SEGELHRAKR QFSWSSNQONVEQYGGQESGGEQFVSSHGTFLGNTQKVGQL
KAM1-4 MTRVMFLAVVAAFAICAEA ASLG---—-—-—----- SEGELHRAKR QFSWSSNQONVEQYGGQGSGGEQFVSSD-TFLDNTQKVGQL

KAM2-1 MTRVMFLAVVAAFAICAEA ASLGNQLQLQAEGGSEEELHRAKR QFSWSSNQDITQIGGEGSTGEQIVNSHNTFLGNHQTVTQF

Peptideo sinal Pro-dominio Peptideo maduro

KAM1-1 GVGDNNKQFVHQGFSIFGPSKQEVEQVATGGGYQHQTVSOKGSIFGGSSQKVIQRGGSKQIVTGK
KAM1-2 GVGDNNKQFVHQGFSIFGPSKQEVEQVATGRGYQHQTVSOKGSIFGGSSQKVIQRGGSKQIVTGK
KAM1-3 GVGDNNKQFVHQGFSIFGPSKQEVEQVATGRGFQHQTVSQKGSIFDASSQKVIQRGGSKQIVTGK
KAM1-4 GVGDNNKQFVHQGFSIFGPSKQEVEQVATGGGYQHQTVSQKGSIFGGSSQKVIQRGGSKQIVTGK
KAM2-1 GKADNNKQIVRQGFSLFGPSVQEVKQIATGKGYQHQTIEQKGSIFGTTKHKY IQRGGTKQVLIGK

Peptideo maduro

(A) Representacdo esquemadtica de parte dos scaffolds 750 e 1255 do genoma de L. vannamei (GenBank:
ASM378908). As setas azuis e vermelhas representam os genes KAM1 ¢ KAM?2 de L. vannamei, respectivamente.
As setas apontando para esquerda ou direita representam o frame de transcrigdo negativo ou positivo,
respectivamente. (B) Alinhamento das sequéncias aminoacidicas das quatro copias de KAMI e de KAM?2 de L.
vannamei destacando as variagdes aminoacidicas de KAM1 em vermelho.

A presenca de multiplas copias de um mesmo gene pode estar associada com a
expressdo desse gene. Na ostra Crassostrea gigas, os AMPs sofrem de muitos polimorfismos
genéticos, como as variagdes no nimero de copias génicas (Copy Number Variation; CNV).
CNYV ¢ um tipo de polimorfismo caracterizado pela diferenga no nimero de copias de um gene
especifico entre o genoma de individuos de uma mesma espécie (BACHERE et al., 2015). Um
fenotipo resultante dessas variagdes € a alteracdo de expressdo génica. De fato, Schimitt e
colaboradores (2013) conseguiram associar o nimero de copias génicas de duas familias de
AMPs, Cg-Prp e Cg-Defs, com a expressao desses genes. Portanto, ¢ plausivel assumir que a
presenca das quatro copias gé€nicas de KAMI pode estar influenciando positivamente na
expressao basal dessa molécula. Por sua vez, esse aumento de expressdo génica pode estar

associado com a capacidade dos camardes enfrentarem microrganismos. De fato, os niveis de
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expressao de alguns AMPs do camardo L. stylirostris estdo associados com a capacidade desses
animais de sobreviverem a infec¢des por V. penaeicida (DE LORGERIL et al., 2008).

Apesar de as kammaricinas de L. vannamei serem codificadas por diferentes genes,
elas apresentam uma organizacao génica similar. Os genes KAM1 e KAM?2 sao compostos por
quatro éxons separados por trés introns (Figura 11). O primeiro éxon codifica a maior parte da
regido ndo traduzida 5’ (Untranslated Region 5’ ou 5’ UTR) e o segundo éxon codifica o final
daregido 5° UTR, todo o peptideo sinal e parte do pro-dominio. O terceiro éxon codifica o final
do pro-dominio e o inicio do peptideo maduro. Por fim, o quarto éxon codifica o restante do
peptideo maduro e a regido ndo traduzida 3’ (Untranslated Region 3’ ou 3’ UTR).

Interessantemente, o gene KAM?2 possui um segundo sitio de splicing no final do
segundo éxon, gerando precursores com pro-dominios de tamanhos distintos (Figura 11B).
Nesse caso, os ultimos 30 nucleotideos do segundo éxon seriam removidos com o segundo
intron. Consequentemente, o pro-dominio dessas moléculas poderia ter 14 ou 24 residuos
aminoacidicos. Além disso, o pro-dominio resultante do splicing alternativo de KAM?2 teria uma
sequéncia muito similar ao pro-dominio de KAMI (Figura 12). A maior parte dos transcritos
de KAM?2 possuem um pro-dominio de 24 residuos aminoacidicos, mas uma sequéncia
(GenBank: HAAWO01016547) contendo o pré-dominio de 14 residuos aminoacidicos foi
encontrada em bancos de dados transcritomicos, corroborando com a hipotese de splicing
alternativo (Figura 12). Por outro lado, os genes de KAM nao aparentam ter um segundo sitio
de splicing nessa regido e nenhum transcrito que corroborasse com esse fendmeno em KAM]
foi encontrado.

Diferentemente de L. vannamei, tanto KAM1 quanto KAM?2 de P. monodon parecem
sofrer splicing alternativo. De maneira geral, as sequéncias de KAMI e KAM?2 possuem pro-
dominios com 14 e 17 residuos aminoacidicos, respectivamente (Figura 12). Contudo, um
transcrito de KAMI (GenBank: GGLH01100406) contendo um pro-dominio de 17 residuos
aminoacidicos ¢ um transcrito de KAM?2 (GenBank: GGLHO1111182) contendo um proé-
dominio de 14 residuos aminoacidicos foram encontrados (Figura 12). Portanto, ¢ possivel
sugerir que essas moléculas também sofram splicing alternativo, mas uma confirmagao através

da andlise do genoma de P. monodon precisa ser realizada.
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Figura 11. Organizagdo génica dos genes KAM do camardo Litopenaeus vannamei.

A

Litvan KAM1

434-452

54-57 57 42 303-306 126-148

B

Litvan KAM2

Organizacdo génica de Litvan KAMI1 (A) e Litvan KAM?2 (B). Os retdngulos coloridos e as linhas pretas
representam, respectivamente, os éxons (E1: éxon 1; E2: éxon 2; E3: éxon 3; E4: éxon 4) e introns dos genes KAM
de L. vannamei. As regides cinzas, azuis, amarelas e vermelhas representam as regides nao traduzidas (5° ¢ 3°), o
peptideo sinal, o pr6-dominio e o peptideo maduro das kammaricinas, respectivamente. O tamanho das sequéncias
esta representado em pares de base.

O splicing alternativo durante o processamento de mRNAs contribui
significativamente para a diversidade protedmica e para o controle de expressao génica
(WANG; BURGE, 2008). O splicing ¢ um mecanismo que ¢ finamente regulado dependendo
de diferentes fatores, como os estagios de desenvolvimento e os tecidos do organismo. Esse
fendmeno pode definir se uma determinada proteina sera solivel ou transmembrana, ou gerar
1soformas que serao importantes para definir o sexo de um organismo (WANG; BURGE, 2008).
O splicing alternativo do pro-dominio foi registrado tanto em proteinas transmembrana quanto
em proteinas secretadas de mamiferos (DUHACHEK-MUGGY et al., 2013; LONKA-
NEVALAITA et al., 2010). Os pr6-dominios de tamanhos diferentes determinaram se proteinas
transmembranas eram ou ndo enviadas para a superficie celular. Além disso, o splicing
alternativo de proteinas secretadas determinou a localizagdo intracelular e a velocidade de
liberacdo no meio extracelular das diferentes isoformas. Além disso, alguns estimulos
especificos induziam a via secretora de apenas uma dessas isoformas (LONKA-NEVALAITA
et al., 2010). Portanto, é possivel que os diferentes pro-dominios das kammaricinas possam

induzir respostas imunes mais rapidas ou mais lentas através de estimulos diferentes. Além
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disso, € possivel que essas moléculas com diferentes pro-dominios sejam geradas em tipos

celulares diferentes ou frente a estimulos especificos.

Figura 12. Sequéncias dos diferentes pro-dominios de KAM1 ¢ KAM2 de Litopenaeus
vannamei € Penaeus monodon.

A
L. vanammei [HAAW01016548] ASLG---------- SEGELHRAKR 14
P. monodon [GO072250] ASLGPQ---——----—---— GELHRAKR 14 aa
P. monodon [GW295069] ASLGHQR------- SQGELHRGKR 17 aa
B
P. monodon [GGLH01085448] ASLGHQR------- SQGELHRGKR 17 aa
P. monodon [GGLH01111182] ASLGPQ---------—- GELHRAKR 14 aa
L. vannamei [HAAW01016547] ASLG---------- SEGELHRAKR 14 aa
L. vannamei [FE084548] ASLGNQLQLOAEGGSEEELHRAKR 24

Representacdo esquematica da estrutura primaria de KAM1 (A) e KAM?2 (B). As extremidades N-terminal e C-
terminal estdo representadas por N e C. Os retangulos azuis, amarelos e vermelhos representam o peptideo sinal,
pro-dominio e peptideo maduro das kammaricinas. As sequéncias dos diferentes pro-dominios estio representadas
no centro da figura, sendo que os retdngulos verdes e roxos estdo sobre as sequéncias de L. vannamei e P. monodon,
respectivamente.

4.5. Distribuicao da expressao génica de Litvan KAMI1 e Litvan KAM2

Afim de compreender quais tecidos sao responsaveis pela producao de kammaricinas,
os niveis transcricionais de Litvan KAMI e Litvan KAM2 foram avaliados em diferentes
tecidos de animais sadios (hemdcitos circulantes, branquias, hepatopancreas, estdmago,
intestino médio, intestino posterior, musculo, cordao nervoso e pedunculo 6tico) por RT-PCR.
A integridade das amostras foi avaliada pela expressdo da f-actina, a qual se mostrou estavel
em todos os tecidos (Figura 13). Transcritos de ambos os genes foram encontrados

majoritariamente em hemocitos e, em menor grau, nas branquias (Figura 13).
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Figura 13. Distribuicdo de expressao génica de Litvan KAM1 e Litvan KAM?2.
A

HE BR HP ST IM IP MS CN PO

Os seguintes 6rgaos/tecidos estdo destacados: hemoécitos (HE), branquias (BR), hepatopancreas (HP), estdmago
(ST), intestino médio (IM), intestino posterior (IP), mtsculo (MS), corddo nervoso (CN) e pedtinculo 6tico (PO).
A: Esquema ilustrativo de um camardo peneideo com os 6rgéos analisados destacados. B: Eletroforese em gel de
agarose 1,5% corado em brometo de etidio mostrando a amplifica¢do de Litvan KAM1, Litvan KAM?2 e de LvActin
(controle enddgeno). O tamanho dos produtos de amplifica¢@o esta representado em pares de base (pb).

A presenga de transcritos de kammaricinas nos hemdcitos circulantes de animais
sadios indica que essas moléculas sdo constitutivamente sintetizadas por essas células. Na
verdade, essas moléculas foram previamente identificadas em hemocitos de M. japonicus
sadios. Além disso, a localizacdo dessas moléculas entre as populacdes hemocitarias foi
avaliada por imunofluorescéncia e as kammaricinas de M. japonicus foram encontradas nos
granulos de hemocitos granulares (ZHANG et al., 2018). Essa ¢ uma caracteristica muito
comum dos AMPs de camardes peneideos. Apesar de as peneidinas serem muito relevantes
para as respostas de defesa, representando grande parte dos transcritos de hemocitos (GROSS
et al., 2001), normalmente essas moléculas ndo sao induzidas frente a infecgdes. Na verdade,
essas moléculas sdo constitutivamente expressas nos hemocitos circulantes e armazenadas nos
granulos hemocitérios. Frente a uma infec¢do, as peneidinas armazenadas sdo liberadas na
hemolinfa para combater os patogenos (DESTOUMIEUX et al., 2000). Assim como as
peneidinas, as crustinas também sdo expressas constitutivamente nos hemaocitos e armazenadas

nos granulos dessas células (ANTONY; BRIGHT SINGH; PHILIP, 2010).
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Neste estudo, a expressdo génica de Litvan KAMI1 e Litvan KAM2 também foi
detectada nas branquias. Uma vez que os camardes peneideos apresentam um sistema
circulatoria aberto/semiaberto, a presenca de transcritos de imunoefetores em outros tecidos
além dos hemocitos pode estar associada a infiltragdo hemocitaria (SILVEIRA et al., 2018).
Nesse sentido, ¢ provavel que os transcritos de kammaricinas detectados nas branquias sejam
produzidos pelos hemdcitos infiltrados nesse 6rgdo. Ao encontro com essa ideia, peneidinas e
crustinas exclusivamente hemocitarias foram detectadas em outros tecidos além da hemolinfa
(SILVEIRA et al., 2018). Na verdade, a tnica familia de AMPs de camardes peneideos que ¢
sabidamente expressa em outros tecidos além dos hemocitos ¢ a familia das stylicinas (FARIAS
et al., 2019). Contudo, para determinar os verdadeiros sitios de expressdo gé€nica de
kammaricinas sao necessarias técnicas complementares, como hibridizagdo in situ ou

imunofluorescéncia.

4.6. A expressdo génica das kammaricinas é altamente induzida nos hemdcitos frente a
infeccoes

Finalmente, os niveis transcricionais de Litvan KAM1 e Litvan KAM2 foram avaliados
nos hemocitos circulantes de animais experimentalmente infectados com trés patéogenos de
camardes nado relacionados: a bactéria Gram-negativa V. harveyi ATCC14126, o fungo
filamentoso F. solani e o WSSV (Figura 14). Apds 48 h de infecgdo, a expressao de Litvan
KAMI e Litvan KAM2 aumentou, respectivamente, 3,24 e 5,78 vezes frente ao desafio com V.
harveyi ATCC14126 (Figura 14). Quanto a infec¢ao fungica, a expressdo de Litvan KAMI1 e
Litvan KAM2 aumentou, respectivamente, 2,78 e 3,76 vezes (Figura 14). Quanto a infeccao
viral, a expressdo de Litvan KAMI1 e Litvan KAM?2 aumentou 4,78 e 8,45 vezes,

respectivamente (Figura 14).
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Figura 14. Perfil transcricional de kammaricinas nos hemocitos circulantes de Litopenaeus
vannamei apos 48 horas de uma infecgdo por Vibrio harveyi, Fusarium solani ou WSSV.

Litvan KAMI1

E xpressio relativa

I:I Vibrio harveyi
Litvan KAM2 . Fusarium solani

sy

E xpressio relativa

N V- v+ N F- F+ N W- W+

Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrdo. As barras brancas representam os valores médios
de expressao relativa dos animais infectados com Vibrio harveyi ATCC 14126 (V+) e injetados com agua do mar
estéril (V-). As barras cinzas representam os valores médios de expressdo relativa dos animais infectados com
Fusarium solani (F+) e injetados com solucdo salina estéril (F-). As barras pretas representam os valores médios
de expressdo relativa dos animais infectados com WSSV (W+) ¢ injetados com o indculo livre de WSSV (W-).
N: animais ndo manipulados (grupo naive). Asteriscos (*): diferengas estatisticas entre as condi¢des experimentais
(P<0,05). Os valores de fold-change entre os grupos naive e os grupos infectados estdo representados dentro dos
retangulos vermelhos.

Interessantemente, os resultados do presente estudo mostraram que as kammaricinas
sao induzidas frente a trés patogenos de classes muito distintas, mas nao frente as injarias
causadas pela inser¢do de agulhas nos animais. Isso pode significar que a expressdao dessas
moléculas ¢ regulada apds o reconhecimento de padrdes moleculares associados a
microrganismos (MAMPs) muito variados. O primeiro evento para desencadear qualquer
reacdo imune € o reconhecimento do patdégeno no corpo hospedeiro. Esse reconhecimento ¢
feito devido aos MAMPs presentes nos microrganismos. Os MAMPs sdo caracterizados por
serem moléculas especificas e essenciais dos microrganismos, sendo muito conservados em
cada classe de microrganismo (MOGENSEN et al., 2010). Entre os MAMPs cléssicos estdo o
LPS de bactérias Gram-negativas, o -1,3-glucano de fungos € o dsDNA rico em AT de alguns
virus (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2014; MOGENSEN et al., 2010). O

reconhecimento dessas moléculas desencadeia uma série de respostas imunes, incluindo a
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regulacdo da expressdo génica de efetores imunoldgicos. Por exemplo, a expressdo de crustinas
do Tipo IV em hemdcitos foi induzida apds desafio com LPS e -1,3-glucano (LI et al., 2013).
Contudo, esse também pode ser o resultado das interagdes entre patdgeno e hospedeiro.
Portanto, para avaliar as razdes pelas quais essas moléculas sdo reguladas, ¢ necessario fazer
experimentos complementares, como avaliar a expressdo g€nica apds desafio com
microrganismos mortos ou seus respectivos MAMPs.

As kammaricinas compdem os primeiros AMPs de camardes peneideos que sdo
altamente induzidos nos hemocitos frente a infecgdes por patdgenos de classes tao distintas.
Normalmente, a indu¢do da expressdo génica dos AMPs de camardes peneideos ocorre de
maneira mais restrita, sendo especifica contra determinadas classes ou espécies de
microrganismos (GONCALVES et al., 2014). Além disso, a indugdo dos genes de
kammaricinas de L. vannamei frente aos trés patdgenos pode indicar que elas possuem um papel
importante durante infecgdes. E possivel que esse aumento de expressdo esteja ocorrendo para
intensificar as respostas humorais contra os patdégenos. Ao encontro com essa ideia, genes de
AMPs s3o mais induzidos em linhagens de camardes resistentes a infecgcdes por Vibrio em
comparag¢do com linhagens ndo selecionadas (DE LORGERIL et al., 2008). A relacdo entre a
indugdo génica de AMPs e a sobrevivéncia de camardes também foi demonstrada. A expressao
génica de ALFs de P. monodon foi induzida apos infeccoes com WSSV e V. harveyi
(PONPRATEEP et al., 2012). Contudo, o silenciamento pds-transcricional dessas moléculas
levou ao aumento das taxas de mortalidade dos camardes infectados por esses patdogenos
(PONPRATEEP et al., 2012). Portanto, as kammaricinas podem apresentar um envolvimento
importante durante as respostas de defesa contra patdgenos e, consequentemente, seria
interessante avaliar o real envolvimento dessas moléculas in vivo por técnicas complementares,
como o silenciamento pos-transcricional por RNA.

Por outro lado, a expressdo génica das kammaricinas identificadas em M. japonicus
foi avaliada frente aos virus WSSV e YHV (Yellow Head Virus) e a bactéria Gram-negativa
Vibrio parahaemolyticus (ZHANG et al., 2018). Enquanto que a expressdao génica de
kammaricinas nos hemocitos aumentou apds 48 h de infeccdo por WSSV, os niveis
transcricionais dessas moléculas se mantiveram estaveis durante as infec¢des por YHV e V.
paraemolyticus. Além disso, o nimero de hemocitos granulares contendo kammaricinas
internalizadas em seus granulos citoplasmaticos aumentou gradualmente apds a infec¢ao por
WSSV. Por essas razdes, Zhang e colaboradores (2018) sugeriram que essas moléculas estavam
associadas apenas as respostas de defesas antivirais. E possivel que essa divergéncia de

regulagdao génica entre o presente estudo e o estudo de Zhang e colaboradores (2018) esteja
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associada aos microrganismos utilizados ou as concentra¢des utilizadas para as infecgdes
experimentais.

Apesar de ser altamente induzida frente a patdégenos, a expressao das kammaricinas de
L. vannamei ndo se alterou nos grupos de injuria. Neste trabalho, animais injetados com agua
do mar filtrada, solu¢do salina e um macerado de camardes sadios foram utilizados como
controle da infeccdo bacteriana, fingica e viral, respectivamente. Os AMPs sdo moléculas
multifuncionais, podendo apresentar outras atividades biolodgicas, como o envolvimento em
regeneragdo tecidual ou processos inflamatérios (GUANI-GUERRA et al., 2010). As crustinas
parecem estar envolvidas com processos de regeneragdo tecidual e ecdise, ¢ a sua expressao
pode ser induzida apds injurias por corte tecidual (LI et al., 2012). Além disso, a expressao das
stylicinas de L. vannamei aumentou em animais injetados com macerado de camardes sadios,
indicando que essa familia de AMPs ¢ induzida apds o reconhecimento de padrdes moleculares
associados a danos (DAMPs) e que elas pode estar associadas a processos inflamatorios e

regeneragdo tecidual (FARIAS et al., 2019).
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5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS
5.1. Conclusao
Em conclusdo, as kammaricinas compreendem uma diversa familia de AMPs

exclusiva de camardes peneideos, a qual ¢ altamente induzida nos hemocitos frente a infecgdes.

5.2. Perspectivas

- Ampliar o conhecimento acerca do espectro de atividade antimicrobiana de Litvan KAM1 e
Litvan KAM2 através de ensaios de atividade in vitro com outros microrganismos de interesse
aquicola e clinico;

- Avaliar a atividade sinérgica in vitro de Litvan KAMI e Litvan KAM2;

- Determinar o envolvimento das kammaricinas de L. vannamei nas respostas de defesa in vivo
pelo silenciamento pos-transcricional por RNAi;

- Investigar o mecanismo de acdo dessa nova familia de AMPs lineares.
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