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RESUMO

As crustinas representam a maior ¢ mais diversa familia de peptideos antimicrobianos
(AMPs)  descrita em  crustaceos. [Elas sdo classicamente definidas como
peptideos/polipeptideos ricos em residuos de cisteina contendo um tipico dominio WAP
(Whey Acidic Protein) na regido C-terminal e sdo classificadas em cinco principais grupos,
referidos como Tipos I a V. As crustinas sdo diversas em termos de estrutura primadria,
tamanho e caracteristicas bioquimicas, exibindo, portanto, multiplas fungdes bioldgicas que
vao além de suas propriedades antimicrobianas. O presente estudo buscou dimensionar a
diversidade molecular, transcricional e genética de crustinas de Litopenaeus vannamei,
espécie de camarao mais cultivada no mundo. Inicialmente, foi explorada a diversidade das
crustinas mais abundantes e diversas em camardes peneideos (Tipo II) (Capitulo 1). Foram
caracterizadas, pela primeira vez, crustinas do Tipo IIb em uma espécie de camardo ocidental
e comparadas em nivel molecular, transcricional e genético com crustinas do Tipo Ila.
Embora codificadas por genes distintos, ambas apresentaram organiza¢des gendmicas,
caracteristicas bioquimicas e perfis transcricionais similares. As andlises in silico levaram,
ainda, a identificagdo de assinaturas moleculares especificas que definem os Tipos Ila e IIb
em camardes e proveram evidéncias de que essas moléculas evoluiram a partir de um gene
ancestral comum. Para estudar a diversidade das crustinas de maneira mais ampla e explorar a
existéncia de novos membros, buscas sistematicas foram realizadas no recém-publicado
genoma de L. vannamei (Capitulo 2). As sequéncias foram prospectadas através de multiplas
abordagens in silico que culminaram com a identificagdo de 61 genes, incluindo crustinas que
ndo foram ainda descritas. As analises de bioinformatica revelaram que as crustinas de L.
vannamei sao bioquimicamente diversas e apresentam uma extensa variedade de organizagdes
gendmicas, cuja diversidade deriva, possivelmente, de um extensivo processo de expansdo
génica que remonta, pelo menos, a espécies ancestrais da familia Penacidae. Ademais, a
identificacdo de novas crustinas denunciou uma clara fragilidade dos atuais sistemas de
classificagdo que parecem ndo abarcar a real diversidade molecular dessa familia de AMPs e
ressaltou a necessidade de um novo modelo, baseado em assinaturas moleculares especificas.
Esses achados fornecem uma importante contribui¢do para a compreensdo do sistema imune
de camaroes e oferece subsidios para estudos futuros que visem o controle de enfermidades
nos cultivos.

Palavras-chave: Crustinas. Peptideos antimicrobianos. Camardo. Dominio WAP. Sistema
imune de invertebrados.



ABSTRACT

Crustins represent the largest and most diverse family of antimicrobial peptides (AMPs)
described in crustaceans. They are classically defined as cysteine-rich peptides/polypeptides
containing a typical WAP (Whey Acidic Protein) domain at C-terminal region and are
classified into five main groups, referred to as Types I to V. Crustins are diverse in terms of
primary structure, size and biochemical features, thus exhibiting multiple biological functions
that go beyond their antimicrobial properties. The present study aimed to estimate the
molecular, transcriptional and genetic diversity of crustins from Litopenaeus vannamei, the
most cultured shrimp species worldwide. Firstly, the diversity of the most abundant and
diverse crustins in penaeid shrimp (Type II) was explored (Chapter 1). For the first time,
Type IIb crustins were identified and characterized in a western shrimp species and compared
at the molecular, transcriptional and genetic level with Type Ila crustins. Although encoded
by distinct genes, both crustins showed similar genomic organizations, biochemical features
and transcriptional profiles. In silico analyzes have also shown that each sub-type displays
specific amino acid signatures and provided evidence that these molecules evolved from a
common ancestral gene. To further study the crustin diversity and explore the existence of
novel crustins members, searches were carried out on recently published genome of L.
vannamei (Chapter 2). The sequences were retrieved using multiple in silico approaches that
led to the identification of 61 genes, including crustins that have not yet been described.
Bioinformatics analyzes revealed that L. vannamei’s crustins are biochemically diverse and
exhibit a broad variety of genomic organizations. The diversity observed among coding genes
was possibly associated to an extensive process of gene expansion that traces back, at least, to
ancestral species of the Penaeidae family. Furthermore, the identification of novel crustin
members revealed a clear weakness of the current classification systems, which seemly do not
embrace the real molecular diversity of this family of AMPs and highlighted the need for a
new model, based on specific molecular signatures. These findings provide an important
contribution to the understanding of the shrimp immune system and offer subsidies for future
studies aiming the control of diseases in shrimp farming.

Keywords: Crustins. Antimicrobial Peptides. Shrimp. WAP domain. Invertebrate immune
system.
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A carcinicultura ¢ uma atividade em franca expansao no Brasil. Diversos estados da
costa brasileira realizam o cultivo de espécies marinhas de crustidceos, sendo o camardo
branco do Pacifico (Litopenaeus vannamei) a espécie de maior proeminéncia no cenario
nacional em virtude de suas excelentes caracteristicas zootécnicas, incluindo o rapido ritmo de
crescimento e facilidade de manejo (FAO, 2004). Entretanto, as praticas convencionais de
cultivo aliadas a outras perturba¢des ambientais podem levar os animais cultivados a um
intenso estresse que se reflete na deplecao de suas condigdes de saude, deixando-os mais
susceptiveis ao acometimento de doencas infecciosas (LIGHTNER et al., 2012). Nesse
cenario, destaca-se o virus causador da Sindrome da Mancha Branca (WSSV) que no Brasil
trouxe impactos irreparaveis na produ¢do de camardes no estado de Santa Catarina no inicio
dos anos 2000 (EPAGRI, 2018) e que atualmente se encontra na regido nordeste, onde a
producdo carcinicola é mais expressiva (NUNES; FEIJO, 2016). Além disso, doengas de
origens bacterianas também tém ameagado a producdo, em especial aquelas causadas por
bactérias do género Vibrio, como as espécies V. harveyi e V. parahaemolyticus (TRAN et al.,
2013).

Os ambientes marinhos sdo abundantemente habitados por uma ampla variedade de
microrganismos que podem apresentar modos de vida livre ou colonizando diferentes tecidos
e orgdos dos animais que ali vivem. Por essa razdo, os invertebrados marinhos estdo
constantemente em contato com essa comunidade microbiana, que inclui tanto espécies
comensais quanto espécies patogénicas (SCHMITT et al., 2012). Embora esses animais
apresentem naturalmente uma densa e diversificada microbiota residente na superficie de seus
corpos e também no interior de seus tecidos (RUNGRASSAMEE et al., 2013), em situacdes
de estresse esse delicado equilibrio pode ser perturbado. As alteracdes fisiologicas decorrentes
desses estresses e concomitante disbiose abrem portas para a infiltragdo e multiplicagdo de
patdgenos oportunistas € o consequente aparecimento de doencas que causam sérios prejuizos
a produgao (SCHMITT et al., 2012).

Para lidar com essas ameagas, os crustaceos contam com eficientes estratégias de
defesa que conferem uma protecdo essencial contra a abundante diversidade microbiana
dispersa no ambiente (ROSA; BARRACCO, 2010). Essas estratégias de defesa sao
vinculadas a um sistema imunoldgico do tipo inato, ausente de linhagens linfociticas,
anticorpos € memoria imunoldgica, e sdo baseadas na participagdo dos hemocitos (células
imunes circulantes) e de uma miriade de moléculas soliveis imunoefetoras. Nos ultimos anos,
o desenvolvimento de abordagens moleculares como técnicas gendmicas e transcritdmicas em

larga escala permitiu a identificacdo de importantes efetores do sistema imune de camardes,
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que tém sido visados para aplicacdo em biotecnologia marinha (ROBALINO et al., 2009).
Nesse cendrio, os peptideos antimicrobianos t€ém se mostrado fortemente promissores para o
desenvolvimento de estratégias otimizadas no controle e combate a enfermidades nos cultivos
(DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2016).

Peptideos antimicrobianos (AMPs, do inglés antimicrobial peptides) sao amplamente
difundidos nas mais variadas formas de vida e constituem um componente importante da
imunidade inata a infec¢des microbianas (GUANI-GUERRA et al., 2010). Essas moléculas,
comumente referidas como “antibiodticos naturais”, se adaptaram as diversas pressoes seletivas
impostas pela composicdo microbiana do ambiente para continuar servindo como
protagonistas na imunidade dos metazodrios, especialmente naqueles desprovidos de um
sistema imunoldgico adaptativo, como ¢ o caso dos invertebrados (DESTOUMIEUX-
GARZON et al., 2016). Além de atuarem de maneira rapida e eficiente na primeira linha de
defesa contra microrganismos invasores como bactérias Gram-positivas, Gram-negativas,
leveduras, fungos filamentosos e virus envelopados (SCHMITT; ROSA; DESTOUMIEUX-
GARZON, 2016) e desempenharem, também, papéis multifuncionais nas interagdes
patdégeno-hospedeiro, os AMPs abarcam um grande potencial biotecnolégico no sentido de
representarem fortes candidatos para a exploracdo em uma nova geragdo de antibidticos
(COSTA et al., 2019). No preocupante cenario atual onde o aparecimento de bactérias
resistentes a multiplas drogas ¢ uma realidade, os AMPs tém se mostrado fortemente
promissores, em virtude de seu amplo espectro antimicrobiano, alta seletividade, baixa
toxicidade em células eucarioticas e, também, da dificuldade do desenvolvimento de
resisténcia bacteriana quando comparados aos antibidticos convencionais (ZASLOFF, 2019).

Quimicamente, os AMPs sdo definidos como curtas cadeias peptidicas (<10 kDa)
com tamanho entre 15 e 100 residuos aminoacidicos e compostos majoritariamente por
residuos hidrofobicos e catidnicos. Essa organizagdo estrutural faz dos AMPs moléculas
anfipaticas com propriedades detergentes, capazes de se difundir igualmente em ambientes
aquosos ¢ lipidicos (ZASLOFF, 2002). A presenca marcante de residuos cationicos torna os
AMPs moléculas carregadas positivamente em pH fisioldgico ao passo que a composic¢ao rica
em residuos hidrofobicos permite também sua difusdo em ambientes apolares
hidrocarbonados através de interagdes hidrofobicas. Entretanto, alguns AMPs fogem a esse
perfil estrutural classico, podendo exibir caracteristicas anidnicas que surgem a partir da
representacdo massiva de residuos aminoacidicos negativamente carregados (BROGDEN,
2005). De maneira ainda mais interessante, alguns AMPs ndo sdo sequer codificados por

genes no genoma. Nesses casos, esses AMPs sdo fragmentos derivados de proteinas maiores
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cujas funcdes podem ser alternativas a fun¢ao imune, como ¢ o caso das lactoferricinas B ¢ H
derivadas da clivagem amino-terminal da lactoferrina bovina e humana, respectivamente, ou
do peptideo PvHCt, um curto fragmento com potente atividade antifungica oriundo da
clivagem C-terminal da hemocianina de L. vannamei, proteina responsavel pelo transporte de
gases respiratorios (BELLAMY et al., 1992; DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2001). Por
serem constituidos a partir dos 20 residuos de aminoicidos comumente presentes em
proteinas e igualmente encontrados em células microbianas, a notdvel propriedade
antimicrobiana desses peptideos instigou a busca pela compreensdao dos mecanismos
bioquimicos associados a sua atividade bioldgica.

Estudos funcionais in vitro mostram que os AMPs atuam, de modo geral, em nivel de
membrana através de sua inser¢do e concomitante desestabilizacdo da superficie dos
microrganismos. Essa capacidade deriva, em grande parte, da combinacdo de suas
propriedades bioquimicas elementares e da composicao quimica das superficies microbianas.
Por razdoes ainda desconhecidas, as membranas celulares microbianas apresentam
fosfolipideos carregados negativamente expostos a face externa das células, enquanto que as
células de organismos multicelulares expdem fosfolipideos zwitterionicos nessa face e
segregam aqueles de natureza negativa na face intracelular (BROGDEN, 2005). Esse
importante contraste entre as superficies desses dois tipos celulares fundamenta o mecanismo
classico dos AMPs: a superficie negativamente carregada das bactérias atrai os AMPs através
de forgas eletrostaticas de modo que, apds esse primeiro contato, as por¢des hidrofobicas dos
AMPs se inserem nas bicamadas lipidicas, formando poros na superficie bacteriana e
comprometendo irreversivelmente sua fung¢do biologica. No entanto, embora esse represente
um mecanismo de agado cléassico, diversos estudos mostram a participacdo de AMPs em nivel
intracelular. Nesse caso, eles sdo translocados através da membrana microbiana e atuam sobre
alvos especificos, promovendo a inibi¢do de fungdes metabdlicas indispensaveis, como a
sintese da parede celular, sintese proteica e de d4cidos nucleicos (AISENBREY;

MARQUETTE; BECHINGER, 2019) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema ilustrativo dos principais mecanismos de ag¢dao de peptideos
antimicrobianos na superficie ou no interior de células bacterianas.
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Diversidade de mecanismos de agdo de peptideos antimicrobianos. A figura ilustra dois tipos principais de
AMPs: peptideos ativos contra membrana e peptideos ativos a nivel intracelular. (A) Os mecanismos dos AMPs
ativos contra membranas celulares incluem os modelos "barril", "toroidal", "carpete” ¢ "micelar". (B-G) ilustram
os mecanismos de ag@o intracelular de AMPs. (B) Inibi¢do de enzimas necessarias para a ligagdo de proteinas
estruturais da parede celular, (C) inibi¢do da sintese de DNA, (D) inibi¢do da sintese de RNA, (E) inibigdo da
fung@o ribossdmica e sintese de proteinas, (F) bloqueio de proteinas chaperonas necessarias para o dobramento
adequado de proteinas, (G) inibi¢do da respiracdo celular e inducdo da produgdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), dano da integridade da membrana mitocondrial e efluxo de ATP e NADH.

Uma vez que ndo ha restrigdes especificas em relacdo a composi¢do aminoacidica
além de apresentarem uma natureza quimica anfipatica, os AMPs apresentam uma vasta
diversidade de sequéncia (ZASLOFF, 2019). De fato, os AMPs despontam como moléculas
funcionalmente plasticas, uma vez que substituicdes discretas em residuos aminoacidicos
podem alterar seu espectro antimicrobiano sem alterar suas caracteristicas biofisicas
elementares. Como consequéncia, organismos que se deparem com alteragdes no microbioma
circundante para o qual seu repertorio de AMPs ¢ inadequado, novas moléculas podem
evoluir prontamente através de modificagdes pontuais em sua composi¢ao para lidar com os
novos desafios. O mecanismo de atuagdo dos AMPs oferece, ainda, uma grande vantagem
evolutiva: bactérias apresentam uma baixa capacidade de evasdo ao ataque dessas moléculas.
Uma vez que os AMPs atuam majoritariamente em nivel de membrana celular, o
desenvolvimento de resisténcia torna-se mais custoso para os microrganismos, visto que um

conjunto amplo de mutacgdes associadas a reorganizacao estrutural da membrana celular se faz
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necessario. Além disso, a auséncia de assinaturas moleculares especificas dos AMPs impede o
surgimento de proteases que atuem sobre eles, mas que sejam indcuas as proprias proteinas
bacterianas (ZASLOFF, 2019).

Atualmente, diferentes familias de AMPs foram identificadas em crustaceos (ROSA;
BARRACCO, 2010). Por razdes econdmicas, as mais bem caracterizadas vém de espécies
cultivadas, como os decdpodes marinhos (camardes, lagostas, caranguejos etc), e muitas sao
especificas a determinados grupos. Em decdpodes, as familias de AMPs codificadas por genes
mais bem descritas sdo as crustinas, as peneidinas e os fatores anti-lipopolissacarideo (ALFs)
(DESTOUMIEUX-GARZON et al, 2016). Dessas trés, as crustinas sdo as mais
representativas, visto que ocorrem amplamente na classe Malacostraca, maior classe dentre os
crustaceos a qual reune cerca de 30 mil espécies viventes. De fato, além das cerca de 50
crustinas documentadas na Ordem Decapoda, sequéncias de genes similares as crustinas
ocorrem em todo grupo Pancrustacea, sobretudo nas Ordens Amphipoda, Isopoda e até
mesmo em alguns insetos (LAI; ABOOBAKER, 2017; TASSANAKAJON;
SOMBOONWIWAT; AMPARYUP, 2015).

As demandas por novas ferramentas de combate e controle de doengas infecciosas
nos cultivos tornam imprescindiveis estudos voltados para a exploracdo de moléculas com
potencial para utilizacdo na carcinicultura visando a mitigagcao dos severos impactos causados
no setor produtivo. Atualmente, o uso continuo de antibidticos na agua tem sido a estratégia
utilizada para combater e prevenir surtos de doencas, uma vez que ndo ha alternativas
concretas para lidar com esse problema. No entanto, essa pratica tem se tornado fortemente
desaconselhada em virtude de (i) seus severos impactos ao ambiente, (i1) criagdo de um
ambiente favoravel ao desenvolvimento de cepas bacterianas resistentes a antibioticos e (iii)
contaminagdo dos animais ali imersos, tornando-os impréprios para o consumo humano. Por
essa razdo, a descoberta de moléculas indcuas ao meio ambiente, capazes de reduzir a
viabilidade de microrganismos patogénicos sem induzir resisténcia e produzidas naturalmente
pelos animais cultivados sdo de grande valia para a exploragdao na aquicultura mundial e para
aplicacdo na biotecnologia marinha. Nesse contexto, estudos sobre a diversidade de efetores
imunoldégicos em crustdceos, em especial de crustinas, sdo importantes para ampliar o
conhecimento acerca dos mecanismos moleculares de defesa desses animais e, também, para
ampliar o repertorio de imunoefetores candidatos para uso em diferentes terap€uticas, como
através da indugdo seletiva de genes imunes de interesse. Ademais, tendo em vista o potencial

biotecnolégico dos AMPs, a exploracdo da diversidade dessas moléculas multifuncionais
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pode pavimentar novos rumos de pesquisa direcionados para a sua aplicagdo na saude humana
e animal.

Ainda que uma miriade de crustinas tenha sido descrita em diferentes espécies de
crustaceos, estudos amplos dimensionando a diversidade dessa familia de peptideos
antimicrobianos s3o escassos, sobretudo em nivel intraespecifico. Nesse trabalho, a
diversidade molecular e evolu¢do de crustinas em camardes peneideos foram investigadas
partindo de andlises sistematicas em bancos genOmicos e transcritdmicos disponiveis de L.
vannamei, espécie de camardo mais cultivada no mundo. As buscas por crustinas em L.
vannamei revelaram, pela primeira vez, o extenso repertorio molecular dessa familia de
AMPs em uma espécie de camardo peneideo e proveram insights sobre possiveis mecanismos
evolutivos que fizeram das crustinas a maior ¢ mais diversa familia de peptideos
antimicrobianos que se tem conhecimento em crustaceos.

Uma vez que a diversidade molecular das crustinas representa o objeto central de
estudo desta tese de doutorado, uma breve apreciagdo da bibliografia atual incluindo os

aspectos moleculares, funcionais e evolutivos esta descrita na se¢do seguinte.
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I1.1. Aspectos gerais das crustinas: definicao, historico e distribuicio taxonomica

Crustinas sdo classicamente definidas como peptideos/polipeptideos antimicrobianos
(6-22 kDa) catidnicos e anfipaticos ricos em residuos de cisteina presentes em crustaceos e
insetos € que contém uma sequéncia sinal na regido N-terminal ¢ um dominio WAP
conservado (do inglés, Whey Acidic Protein) na regido C-terminal. Historicamente, as
crustinas foram uma das primeiras familias de AMPs codificados por genes descritas em
crustdceos. Sua historia comeca a partir da identificacdo de um peptideo antibacteriano de
11,5 kDa enriquecido em residuos de cisteina isolado dos hemdcitos granulares do caranguejo
Carcinus maenas (RELF et al.,, 1999). Embora apenas uma caracterizagao parcial da
sequéncia desse peptideo tenha sido realizada no momento, essas moléculas exibiram uma
estrutura primaria marcadamente distinta de qualquer proteina antimicrobiana descrita em
crustaceos e apresentaram atividade antibacteriana especificamente contra bactérias marinhas
Gram-positivas ou tolerantes ao sal (RELF ef al, 1999). Os entdo chamados “peptideos
antibacterianos de 11,5 kDa” foram convenientemente denominados “carcininas’ por Smith e
Chisholm (2001) em homenagem ao género Carcinus € mostraram ser moléculas dependentes
de elevadas concentragdes salinas e altamente estaveis permanecendo ativas mesmo apos a
fervura. Anos mais tarde, Bartlett e colaboradores (2002) identificaram sequéncias homologas
nos camardes peneideos L. vannamei e L. setiferus e cunharam o termo ‘“‘crustinas” para
descrevé-las, termo que logo se tornou universalmente utilizado na literatura para a descrigao
de moléculas similares em outras espécies de crustaceos. De fato, apds essa primeira
descricdo em camardes, varios estudos descreveram moléculas semelhantes a crustinas
(crustin-like peptides) em espécies relacionadas de crustaceos decapodes (RATTANACHAI
et al., 2004; ROSA, R. D.; BANDEIRA; BARRACCO, 2007; SUPUNGUL et al., 2004;
ZHANG, JIQUAN et al., 2007). O nimero de relatos descrevendo novas crustinas aumentou
substancialmente nos anos seguintes, de modo que, em menos de duas décadas, mais de 150
sequéncias foram descritas na literatura ou depositadas em bancos de dados publicos.

As crustinas representam a maior e mais diversa familia de peptideos antimicrobianos
entre os Decapoda, tendo sido encontradas em ambas as subordens Pleocyemata e
Dendrobranchiata (SMITH; DYRYNDA, 2015). Atualmente, 183 sequéncias aminoacidicas e
215 sequéncias nucleotidicas encontram-se depositadas em bancos de dados publicos sob
descricdo do termo  “crustin”, oriundas de 35 espécies de invertebrados
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/search/all/?term=crustin). A maioria expressiva das crustinas
descritas foi identificada e caracterizada em espécies de crustaceos decapodes como

camardes, lagostas, lagostins e caranguejos. No entanto, sequéncias referentes a crustinas
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foram identificadas também em crusticeos ndo decapodes, especialmente naqueles
pertencentes as ordens Amphipoda e Isopoda. Recentemente, Becking e colaboradores (2020)
identificaram transcritos codificantes de crustinas em bancos transcritomicos de 21 espécies
de crustiaceos isopodes pertencentes a seis diferentes familias. Além disso, abordagens
similares empregadas por Lai e Aboobaker (2017) levaram a identificagdo de transcritos de
crustinas em 55 espécies de crustaceos, das quais 37 representaram espécies ndo decapodes.
Ademais, sequéncias de crustinas foram também identificadas em insetos himendpteros a
partir de analises de gendmica comparativa, mostrando que essa familia de AMPs, mais do
que restrita a um grupo seleto de crusticeos, estd presente em diferentes espécies dentro de

Pancrustacea (ZHANG, Z.; ZHU, 2012).

11.2. Dominio Whey Acidic Protein (WAP): uma caracteristica marcante das crustinas

As crustinas sdao peptideos antimicrobianos peculiares na imunidade dos crustaceos
em nivel estrutural. Ao contrario de outros AMPs codificados por genes descritos em
crustaceos, as crustinas pertencem a um grupo de proteinas que possuem um dominio Whey
Acidic Protein (WAP) em sua estrutura. De fato, uma das caracteristicas marcantes ¢ a
presenca de um dominio WAP conservado na regido C-terminal do peptideo maduro. O
dominio WAP ¢ um motivo proteico de 50 residuos aminoacidicos
(https://pfam.xfam.org/family/PF00095) que possui oito residuos de cisteina conservados
envolvidos em quatro ligagdes dissulfeto intramoleculares. A ligagdo dissulfeto interna cria
uma estrutura compacta que, em uUltima andlise, forma um arranjo tridimensional tipico,

descrito no PROSITE como four-disulfide core ou 4-DSC (SMITH et al., 2008) (Figura 2).

Figura 2. Representagdo esquematica do dominio Whey Acidic Protein (WAP) obtido no
banco de proteinas PFAM ilustrando a posi¢do dos oito residuos conservados de cisteina e as
ligagdes dissulfeto envolvidas na formacao do “four-disulfide core” (4-DSC).
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X representa qualquer residuo de aminoacido, C representa residuos de cisteina, P representa residuos de prolina
enquanto que as setas em vermelho indicam as pontes de dissulfeto formadas entre os pares de cisteinas
(adaptado de https://pfam.xfam.org/family/pf00095#tabview=tab0).

Apesar de todas as crustinas compartilharem esse motivo proteico comum, o dominio
WAP ndo ¢ exclusivo dessa familia de peptideos antimicrobianos. Na verdade, o termo
“WAP” foi cunhado por Piletz e colaboradores (1981) para descrever uma nova proteina
presente no soro do leite de roedores a partir do qual essas proteinas foram originalmente
purificadas. Os transcritos codificantes das proteinas WAP presentes nos modelos murinos
foram clonados e caracterizados e sua sequéncia aminoacidica deduzida foi identificada
contendo dominios 4-DSC candnicos que haviam sido descritos em proteinas nao lacteas,
como em neurotoxinas associadas ao veneno de serpentes (HENNIGHAUSEN; SIPPEL,
1982). Uma vez que os termos “dominio WAP” e “4-DSC” denotam o mesmo motivo
proteico eles passaram a ser usados como sindnimos e, para os fins desta tese, ndo serdo feitas
disting¢des entre cles.

A superfamilia de proteinas WAP ¢ amplamente encontrada em uma vasta
diversidade de organismos, embora ironicamente uma fragdo pouco expressiva seja derivada
de artropodes, os animais mais abundantes do planeta. De fato, das mais de 3.400 sequéncias
de proteinas WAP depositadas no banco de sequéncias aminoacidicas PFAM (ID: PF00095),
apenas 15% (516 sequéncias) sdo oriundas desse grupo de metazoarios. Dentre as proteinas
WAP em invertebrados estdo as pearlwapins, um pequeno grupo de proteinas descritas em
moluscos. Essas proteinas sdo compostas por trés dominios WAP e t€ém sido associadas a
formagdo de conchas por meio da regulagdao da deposicao de cristais de calcita em abalones
(MARIE et al., 2010; TRECCANI et al., 2006). Curiosamente, 0s organismos mais basais que
codificam proteinas pertencentes a superfamilia WAP sdo bactérias pertencentes a diferentes
filos, sugerindo que os genes codificantes de proteinas WAP surgiram precocemente na
natureza e, por desempenharem funcdes biolodgicas importantes, alcangaram uma ampla gama
de organismos ao longo do curso de evolutivo (SMITH, 2011).

Funcionalmente, a superfamilia. WAP agrega proteinas biologicamente diversas,
incluindo membros com um ou mais dominios WAP. Na verdade, a exce¢ao dos residuos
conservados de cisteina, a composi¢do aminoacidica do dominio WAP pode ser bastante
divergente e essa diversidade ¢ refletida em sua amplitude funcional. Exemplos de proteinas
WAP incluem a proteina semelhante a caltrina Il (caltrin-like protein II), um inibidor do
transporte de calcio para os espermatozoides em porquinhos da India (CORONEL; SAN
AGUSTIN; LARDY, 1990); SPAI-1, um inibidor de bombas de s6dio/potassio no intestino de



31

porcos (ISHIZUKA et al., 1991); ANOS1, uma importante proteina envolvida na formagdo de
varios 6rgaos durante o desenvolvimento embriondrio e potencialmente associada a sindrome
de Kallman em humanos (SOUSSI-YANICOSTAS et al., 1998); WDNMI1 envolvida no
potencial metastatico de adenocarcinoma em ratos (DEAR; KEFFORD, 1991) e as proprias
proteinas WAP do leite de mamiferos, cuja fungdo biologica ainda ndo foi atribuida.
Curiosamente, algumas proteinas contendo dominios WAP, como as proteinas SWAMI e
SWAM?2 presentes em camundongos e as omwaprinas isoladas do veneno da serpente
Oxyuranus microlepidotus apresentam atividades antibacterianas contra bactérias Gram-
positivas e/ou Gram-negativas (HAGIWARA et al., 2003; NAIR et al., 2007). No entanto,
proteinas WAP estdo principalmente associadas a atividade antiproteolitica, conforme
evidenciado pelas bem conhecidas antileucoproteinases (ALPs) de mamiferos que
desempenham um papel fundamental durante a inflamacao, evitando a degradacdo dos tecidos
do hospedeiro por proteases secretadas por neutrofilos (HIEMSTRA et al., 1996); elafinas,
um grupo de inibidores de serino-proteases do tipo elastase (SCHALKWIIK; WIEDOW;
HIROSE, 1999) e papilinas, um grupo de inibidores de metaloproteinase envolvidos na
regulacdo do desenvolvimento embrionario em invertebrados (KRAMEROVA et al., 2000).

As atividades antiproteoliticas dos inibidores de proteases mais bem estudados
pertencentes a superfamilia WAP, elafina e ALPs, foram associadas a uma regido especifica
denominada “regido de contato primaria” (OTA et al., 2002). Essa regido fica em torno do
segundo residuo de cisteina do dominio WAP e contém uma metionina conservada adjacente
a ligacdo peptidica cindivel. Curiosamente, naquelas proteinas que apresentam propriedades
antimicrobianas, a regido correspondente a atividade antiproteolitica contém substituigdes nos
residuos aminoacidicos, sendo particularmente enriquecida em residuos catidnicos e
hidrofobicos. A substituicdo dos residuos nessa regido pode responder pelo desvio de
atividade bioldgica uma vez que o posicionamento adequado de aminoacidos cationicos e
hidrofobicos tende a tornar a proteina anfipatica, uma caracteristica importante para aumentar
sua capacidade detergente e torna-la capaz de se inserir e desestabilizar as membranas
microbianas (ZASLOFF, 2002). Normalmente, as crustinas sdo desprovidas da regido
associada a inibicdo de proteinases, mas possuem os residuos cationicos e hidrofobicos que
conferem o carater antimicrobiano. De fato, reconstrugdes filogenéticas realizadas com um
pequeno grupo de crustinas juntamente com algumas proteinas WAP de vertebrados sugerem
que as crustinas sdo mais semelhantes as proteinas que exibem atividade antimicrobiana do
que daquelas com propriedades antiproteoliticas (VARGAS-ALBORES; YEPIZ-
PLASCENCIA; JIMENEZ-VEGA; AVILA-VILLA, 2004).
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Embora certo grau de liberdade seja admitido para a composi¢cdo aminoacidica no
dominio WAP, o arranjo dos residuos de cisteina parece ser precisamente conservado.
Ranganathan e colaboradores (1999) realizaram uma extensa analise das sequéncias
aminoacidicas de diversas proteinas WAP presentes em vertebrados com o objetivo de
identificar motivos proteicos especificos que compdem o 4-DSC. O alinhamento de 84
membros da familia 4-DSC, incluindo proteinas WAP do leite e varias outras proteinas com
atividade antiproteolitica confirmada ou putativa, levou os autores a proporem uma assinatura
especifica do dominio WAP, cuja posi¢ao dos oito residuos conservados de cisteina esta

descrita como:
Ci-Xp)-Co-(Xp)-C3-(X5)-C4-(X5) - Cs - Cs - (X3, X5) - C7 - (X3, X4) - Cg

, onde X representa qualquer residuo, X, denota um trecho de n residuos e (Xm, Xn)
representa um comprimento varidvel de m a n residuos. Alguns outros residuos sdo também
fortemente representativos nessa assinatura e tendem a estarem presentes na grande maioria
das proteinas WAP, mas para o estabelecimento de uma assinatura universal precisa para 4-
DSC eles ndo foram contemplados no motivo proposto.

Embora a assinatura proposta por Ranganathan e colaboradores (1999) tenha sido
identificada a partir de proteinas WAP de vertebrados, a estrutura do dominio WAP presente
nas crustinas proposta no presente trabalho estd de certa forma em conformidade com a
assinatura acima, exceto por pequenas diferencas nos intervalos inter-cisteinas. De fato, como
as crustinas representam um grupo Unico de peptideos antimicrobianos contendo dominios
WAP em invertebrados, ¢ plausivel admitir algumas dissimilaridades em relag¢do a assinatura
WAP proposta por Ranganathan e colaboradores (1999). O dominio WAP conservado na
regido C-terminal das crustinas as coloca como um grupo singular de AMPs em invertebrados
e, mais importante, as difere de outras familias de AMPs ricos em cisteina que carecem de um
dominio WAP, como as peneidinas (DESTOUMIEUX et al., 1997) e as stylicinas
(ROLLAND et al., 2010) presentes em crustaceos.

Nas crustinas, evidéncias suportam o dominio WAP como um motivo proteico
essencial para a sua atividade, uma vez que alteragdes estruturais nesse dominio resultaram
em um impacto significativo na sua atividade antimicrobiana. Zhang e colaboradores (2007)
identificaram e caracterizaram duas crustinas do camarao asiatico Fenneropenaeus chinensis,
uma das quais diferiu unicamente em virtude de uma delegao de 30 residuos aminoacidicos na
regido inicial do dominio WAP. Interessantemente, a entdo denominada CshFc mostrou um

potencial antimicrobiano drasticamente inferior quando comparada a sua forma completa
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CruFc. Esses resultados destacam, portanto, a importancia da composi¢do aminoacidica do
dominio WAP na fung¢ao biologica das crustinas e ressaltam o impacto funcional de alteragdes

estruturais nesse dominio.

I1.3. Sistemas de classificaciao das crustinas

A publicagdo massiva de sequéncias similares a crustinas nas mais diversas espécies
de crustaceos ao longo dos anos 2000, aliada a auséncia de caracterizagdes funcionais dessas
moléculas, levaram a alguma confusao sobre o que deve ser considerado como um membro da
familia crustina e, particularmente, qual a dimensao de sua diversidade. Essa complexidade
crescente foi sistematicamente organizada por Smith e colaboradores em 2008 quando, pela
primeira vez, propuseram um sistema objetivo de classificagdo das crustinas. Nesse sistema,
as crustinas foram divididas em trés grandes grupos, referidos como “Tipos” (Tipos I, II e III),
que diferem entre si em fungdo da presenga/auséncia de dominios estruturais situados na
regido amino-terminal do peptideo maduro (SMITH et al., 2008) (Figura 3).

As crustinas do Tipo I sdo caracterizadas essencialmente pela presenca de um
dominio de tamanho variado situado na regido N-terminal contendo quatro residuos
conservados de cisteina (cys-rich domain) arranjados em posicdes especificas a montante do
dominio WAP. Embora esses residuos de cisteina encontrem-se invariavelmente presentes
entre as crustinas do Tipo I, ndo ha estudos mostrando seu engajamento em ligacdes
dissulfeto. Esse subtipo de crustinas retine sequéncias similares a carcinina e encontra-se
presente predominantemente em crusticeos da Subordem Pleocyemata, como caranguejos,
lagostas e lagostins, embora alguns estudos reportem igualmente sua presenga em camardes

peneideos (DONPUDSA et al., 2014; JIANG et al., 2015) (Figura 3).
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Figura 3. Representacdo esquematica da estrutura primaria dos diferentes Tipos de crustinas
descritas em Crustaceos (Tipos [ a IV).
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As crustinas do Tipo II, por outro lado, apresentam um dominio hidrofébico anterior
ao dominio cys-rich igualmente presente nas crustinas do Tipo I. Esse dominio hidrofébico N-
terminal possui normalmente entre 20 e 80 residuos aminoacidicos e ¢ abundante em residuos
de glicina (gly-rich domain) (Figura 3). O niimero de residuos de glicina pode variar
consideravelmente entre diferentes espécies e tende a aparecer em blocos de quatro a cinco
residuos aminoacidicos (tetra- ou pentapeptideos, como VGGGLG) que se repetem
sequencialmente. Apesar de ser uma caracteristica de facil deteccdo, nenhuma fungdo em
particular foi atribuida a esse dominio hidrofobico estrutural, embora alguns autores
hipotetizem sua participagdo na ancoragem desses peptideos nas membranas celulares de suas
células produtoras. Crustinas do Tipo II ocorrem mais amplamente entre camardes peneideos
(subordem Dendrobranchiata) e muito raramente em crusticeos pleociemados como no
lagostim P. leniusculus e no caranguejo Paralithodes camtschaticus (JIRAVANICHPAISAL
et al., 2007, SPERSTAD et al, 2009). Em virtude do apelo comercial da produgdo de
camaroes, as crustinas do Tipo II representam o grupo mais bem caracterizado e ¢, de longe, o
mais diverso dentro da familia. Curiosamente, reconstrucdes filogenéticas produzidas a partir
do alinhamento de sequéncias aminoacidicas de crustinas do Tipo II reportadas na literatura
apontam para a existéncia de dois subtipos que diferem basicamente na distadncia entre o
dominio cys-rich e o dominio WAP: as crustinas do Tipo Ila, referidas como “Crustins” e as

crustinas do Tipo IIb referidas como  “Crustin-like” (TASSANAKAJON;
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SOMBOONWIWAT; AMPARYUP, 2015) (Figura 3). No entanto, embora a distin¢do entre
crustinas do Tipo Ila e IIb tenha sido previamente baseada no nimero de residuos entre os
dois dominios, a atual classificacao desses subgrupos ainda permanece confusa em virtude da
auséncia de assinaturas moleculares precisas que definam cada subtipo.

As crustinas do Tipo III (também referidas como Single WAP Domain ou SWD)
apresentam um arranjo estrutural peculiar contendo unicamente o dominio WAP em sua
composi¢ao. Esse subtipo de crustinas ¢ desprovido dos demais dominios observados nas
crustinas dos Tipos I e II, ainda que seja possivel encontrar em algumas espécies a presenca
de dominios curtos ricos em residuos de prolina e arginina na regido N-terminal (Figura 3). O
arranjo estrutural tipico das crustinas do Tipo III ¢ igualmente encontrado em uma vasta
diversidade de proteinas presentes em vertebrados, como as proteinas SWAMI1 e SWAM2
(HAGIWARA et al., 2003), as nawaprinas € omwaprinas descritas em serpentes (NAIR et
al., 2007) e o eNAP-2, um peptideo com atividade microbicida descrita em neutréfilos de
cavalos (COUTO et al., 1992). Crustinas do Tipo III sdo igualmente encontradas em
crustaceos pertencentes as subordens Pleocyemata e Dendrobranchiata, como nos camardes L.
vannamei, P. monodon, F. chinensis e no lagostim Procambarus clarkii (TASSANAKAJON;
SOMBOONWIWAT; AMPARYUP, 2015).

Apds a proposicao do que seria o primeiro sistema de classificacdo das crustinas,
Smith e colaboradores (2011) publicaram uma revisao sobre a diversidade de proteinas WAP
em metazoarios e seu papel funcional em vertebrados inferiores e invertebrados. Nessa
revisdo, os autores discutem a recente descri¢do de proteinas contendo dois dominios WAP
nos camardes L. vannamei (JIMENEZ-VEGA; VARGAS-ALBORES, 2007) ¢ M. japonicus
(CHEN; HE; XU, 2008). Essas proteinas foram inicialmente descritas com base na
similaridade de sua sequéncia aminoacidica com a proteina SLPI presente em vertebrados e
foram batizadas como “proteinas similares a SLPI” (SLPI-like proteins). Embora contenham
um perfil estrutural marcadamente distinto daquele observado para os Tipos I a III, as SLPI-
like proteins foram inclusas como um quarto grupo dentro das crustinas, designado, entdo,
como Tipo IV (do inglés, Double WAP Domain ou DWD) (Figura 3). Finalmente,
Tassanakajon e colaboradores (2015) adaptaram o sistema de classificagdo incluindo um
quinto e ultimo grupo (Tipo V). Essas crustinas foram identificadas unicamente em insetos
himendpteros (formigas, vespas e abelhas) e apresentaram um perfil estrutural similar aquele
visto para as crustinas do Tipo I, diferindo em virtude da presenca de um dominio rico em
residuos de aminoécidos aromaticos anterior ao dominio cys-rich (ZHANG, Z.; ZHU, 2012).

Até o presente, esse € o unico grupo de crustinas encontrado fora do Subfilo Crustacea.
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A fim de estabelecer a relagdo evolutiva entre os diferentes Tipos de crustinas
postulados no sistema de classificagdo, reconstrugdes filogenéticas foram persistentemente
realizadas em diversos trabalhos a partir da crescente quantidade de sequéncias reportadas na
literatura ou depositadas em bancos de dados publicos (SMITH et al.,, 2008;
TASSANAKAJON; SOMBOONWIWAT; AMPARYUP, 2015; VARGAS-ALBORES;
MARINEZ-PORCHAS, 2017; ZHAO; WANG, 2008). De maneira interessante, crustinas dos
Tipos I, II ¢ V formam invariavelmente um grupo monofilético, sugerindo uma origem
evolutiva comum, enquanto que crustinas dos Tipos III e IV formam um grupo externo,
distinto das crustinas presentes em crustaceos e insetos (Figura 4). Essa unidade filogenética
observada entre os Tipos I, I e V mostrou estar possivelmente relacionada a uma
caracteristica marcante em sua estrutura primaria: a presenga de 12 residuos conservados de
cisteina distribuidos de modo especifico no peptideo maduro (quatro residuos componentes
do dominio cys-rich N-terminal somados aos oito residuos do dominio WAP C-terminal)

(Figura 4).

Figura 4. Arvore filogenética das crustinas de crusticeos e insetos.
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Sequéncias aminoacidicas de crustinas de crustaceos e insetos descritas na literatura ou depositadas em bancos
de dados pubicos foram recuperadas e analisadas filogeneticamente. A arquitetura molecular tipica das crustinas
dos Tipos I, I e V ¢ o dominio crustina estdo representados esquematicamente. Os retangulos ilustrados
representam: peptideo sinal (cinza), dominio gly-rich (laranja) e dominio rico em residuos aromaticos (verde).

Essa regido, situada entre o primeiro e ultimo residuo de cisteina foi denominada
“dominio crustina” por Zhao ¢ Wang (2008) que desconsideraram a regiao cys-rich como um

elemento de classificacdo para, entdo, inclui-la como uma parte fundamental e estruturante
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deste dominio. Nessa perspectiva, a classificacdo das proteinas Single WAP Domain € Double
WAP Domain como crustinas dos Tipos III e IV, respectivamente, torna-se controversa uma
vez que essas proteinas sdo ausentes da regido cys-rich componente do caracteristico dominio
crustina.

Embora o sistema de classificacdo de crustinas proposto por Smith e colaboradores
(2008, 2011) e adaptado por Tassanakajon e colaboradores (2015) seja central na literatura
atual, sistemas alternativos de classificagdo das crustinas foram igualmente propostos por
outros autores, considerando eventuais inconsisténcias que emergiram com a crescente
descri¢ao de novas sequéncias. Zhao e Wang (2008) propuseram um sistema onde as crustinas
sdo definidas em funcdo da presenga de um dominio crustina conservado e classificadas em
trés classes: classe I, classe II e carcininas. As crustinas das classes I e II seriam
correspondentes as crustinas do Tipo Ila e IIb, respectivamente, ¢ as carcininas seriam
correspondentes as crustinas do Tipo I. Analogamente, Vargas-Albores ¢ Martinez-Porchas
(2017) propuseram um sistema que define a familia também com base na presenga de um
dominio crustina conservado, mas as classifica a partir de outro critério, considerando
caracteristicas especificas da regido gly-rich.

Apesar da proposi¢do de diferentes sistemas de classificagdo para as crustinas, todos
sdo essencialmente baseados na presenga/auséncia de dominios estruturais na regido N-
terminal. Esse critério tem sido amplamente utilizado devido a relagdo filogenética direta
entre a estrutura primaria e o grupo ao qual a molécula pertence. De fato, crustinas descritas
como pertencentes ao Tipo I (ausentes de um dominio gly-rich N-terminal) de diferentes
espécies de crustdceos tendem a se agrupar em um clado comum em reconstrucdes
filogenéticas e o mesmo ocorre com as crustinas do Tipo II (Smith et al., 2008; Zhao &
Wang, 2008; Tassanakajon et al., 2015; Vargas-Albores & Martinez-Porchas, 2017). No
entanto, a arquitetura molecular pode representar um atributo fragil para a classifica¢do de
peptideos antimicrobianos considerando sua vasta diversidade fisico-quimica e de sequéncia,
de modo que sistemas baseados em assinaturas moleculares especificas podem representar

uma estratégia mais acurada para essa finalidade.

11.4. Aspectos funcionais das crustinas

Funcionalmente, as crustinas representam moléculas biologicamente diversas
podendo apresentar atividades antimicrobianas e/ou antiproteoliticas (TASSANAKAJON;
SOMBOONWIWAT; AMPARYUP, 2015). De fato, estudos in vitro utilizando proteinas
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recombinantes apontam que esses peptideos atuam contra bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas e fungos unicelulares (Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans), embora sua
atividade seja marcadamente superior contra bactérias Gram-positivas. Atividades contra
virus e protozoarios sdo, até¢ o presente, desconhecidas. Relatos de atividade antimicrobiana
contra bactérias Gram-negativas foram reportadas unicamente em crustinas de camardes
peneideos, como a crustinPm7 do camarao P. monodon (Tipo IIb) e a SWDFc do camario F.
chinensis (Tipo III) (AMPARYUP et al., 2008; JIA et al., 2008). Indicios da participagao de
crustinas na imunidade como inibidores de proteases, por outro lado, foram descritos apenas
para os Tipos IIl e IV e parecem estar associados predominantemente ao dominio WAP.
Amparyup e colaboradores (AMPARYUP; DONPUDSA; TASSANAKAJON, 2008)
descreveram em P. monodon trés isoformas de crustinas do Tipo III, uma das quais, expressa
em sistema recombinante e referida como rSWDPm2, exibiu atividade antiproteolitica contra
a subtilisina A, uma serino-protease isolada da bactéria Bacillus licheniformis. Analogamente,
a crustina recombinante rfSWDFc¢ do camardo F. chinensis apresentou forte capacidade
inibitoria contra as proteases subtilisina A, tripsina e proteinase K (JIA et al., 2008). Ambas
rSWDPm?2 e rfSWDFc apresentam também atividades antibacterianas e compartilham um
arranjo estrutural tipico de crustinas do Tipo III contendo uma curta regido N-terminal rica em
residuos de prolina e arginina.

Duas crustinas do Tipo III identificadas no camardo M. japonicus e no lagostim P.
clarkii, apresentam apenas atividade antiproteolitica, sendo desprovidas de atividade
antimicrobiana (DU et al., 2010; JIANG et al., 2013). Curiosamente, essas crustinas contém
unicamente o dominio WAP em sua composicdo e s3o ausentes de uma regido rica em
residuos de prolina e arginina, sugerindo uma importante contribuicdo dessa regido na
atividade antimicrobiana dessas moléculas. Em contrapartida, at¢ o presente, todas as
crustinas do Tipo IV reportadas em camardes apresentam apenas atividades antiproteoliticas,
como MjDWD de M. japonicus, FcDWD de F. chinensis e PmDWD de P. monodon o que
indica um possivel envolvimento no controle de cascatas proteoliticas das respostas de defesa
(CHEN; HE; XU, 2008; DU et al., 2009; SUTHIANTHONG et al., 2011). Embora em
camardes crustinas do Tipo IV sejam desprovidas de atividade antimicrobiana, 0 mesmo nao
vale para outras espécies de crustaceos decapodes. Li e colaboradores (2013) reportaram uma
crustina do Tipo IV no caranguejo Eriocheir sinensis (EsDWD) com evidente potencial
antimicrobiano contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e leveduras. Curiosamente,

EsDWD apresentou ainda forte capacidade aglutinante contra a levedura Pichia pastoris e a



39

bactéria Bacillus subtilis e também potencial inibitdrio contra proteases bacterianas
enddgenas e comerciais.

Embora escassos, alguns estudos foram publicados nos ultimos anos investigando a
participacao de crustinas in vivo através de silenciamento pos-transcricional via RNA de
interferéncia (RNAi) e mostram uma importante contribuicdo dessas moléculas na imunidade
antibacteriana em decapodes. Shockey e colaboradores (2009) demonstraram o envolvimento
de crustinas do Tipo II nas respostas de defesa de L. vannamei apds infec¢des experimentais
com a bactéria patogénica V. penaeicida ou com o fungo Fusarium oxysporum. Nesse
trabalho, os autores reportaram um aumento significativo na susceptibilidade dos animais
apos silenciamento génico seguido da infec¢do com V. penaeicida, mas ndo com o fungo F.
oxysporum sugerindo, entdo, um importante papel de crustinas do Tipo II especificamente no
combate a infec¢des bacterianas em camardes peneideos. Abordagens similares mostraram
um aumento significativo nas taxas de mortalidade de M. japonicus submetidos ao
silenciamento pods-transcricional de crustinas do Tipo II e experimentalmente desafiados com
a bactéria Gram-negativa patogénica V. penaeicidae, fendmeno ndo observado apos o desafio
com o virus causador da Sindrome da Mancha Branca (HIPOLITO et al., 2014). A fim de
investigar a contribuicdo de crustinas do Tipo I na imunidade, Du e colaboradores (2019)
induziram o silenciamento pos-transcricional da crustina Pc-crustin 4 no lagostim de agua
doce Procambarus clarkii e investigaram as taxas de sobrevivéncia apos o desafio com
bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Edwardsiella ictaluri).
A redugdo nos niveis transcricionais de Pc-crustin 4 culminou em um aumento significativo
na mortalidade de animais desafiados em relacdo aos grupos controle, indicando que essas
moléculas desempenham uma fun¢do chave nas respostas de defesa antibacterianas em
crustaceos decapodes.

A participagdo das crustinas como efetores imunoldgicos ndo foi assumida
unicamente a luz de sua atividade antimicrobiana e/ou antiproteolitica, mas também porque na
vasta maioria das espécies de crusticeos as crustinas sdo expressas pelos hemocitos
circulantes, células especializadas na resposta imune (SMITH, 2011). Suleiman e
colaboradores (2017) reportaram experimentalmente através de ensaios de imunolocalizagdo e
microscopia confocal a presenga de carcininas, auténticas crustinas do Tipo I,
majoritariamente nos hemocitos granulares de caranguejos C. maenas nao estimulados. No
entanto, diversos estudos apontam igualmente para a presenca de transcritos de crustinas em
outros tecidos e Orgdos de animais sauddveis como branquias, intestino, hepatopéancreas,

orgaos hematopoiéticos e gonadas, sugerindo também seu possivel envolvimento em fungdes
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bioldgicas alternativas. De fato, considerando que as crustinas despontam como a familia de
AMPs mais diversa dentre os crustaceos, ndo ¢ de se surpreender que essa vasta diversidade
molecular se reflita em sua multifuncionalidade. Embora os papéis mais bem caracterizados
das crustinas sejam suas propriedades antimicrobianas e antiproteoliticas, diversos estudos
mostraram sua relevante participagdo em processos de regeneragdo e reparo tecidual
(DURICA et al., 2006; STOSS et al., 2004; SULEIMAN; SMITH; DYRYNDA, 2017),
manutengdo da fungdo antimicrobiana (CHEN et al., 2019) e regulagao da hematopoiese em
camardes peneideos (CHANG et al., 2013). Interessantemente, a expressao de crustinas foi,
ainda, correlacionada espago-temporalmente com o estabelecimento de comunidades
microbianas ectossimbiontes no camardo extremofilo de 4aguas profundas Rimicaris
exoculata, sugerindo uma importante participagdo dessas moléculas na regulacdo da

microbiota em crustaceos (LE BLOA et al., 2020).

11.5. As crustinas do camarao Litopenaeus vannamei

No camardo peneideo L. vannamei, espécie de maior importancia na carcinicultura
mundial, foram reportadas crustinas do Tipo I, Ila, Tipo III e Tipo IV (BARTLETT et al.,
2002; JIMENEZ-VEGA et al., 2004; LI et al., 2020; VARGAS-ALBORES; JIMENEZ-
VEGA, 2007). Através de abordagens transcritdmicas, Bartlett e colaboradores (2002)
encontraram pela primeira vez membros dessa familia nessa espécie de camardo onde foram
identificadas seis isoformas distintas, entdo nomeadas LvCrustin 1-6 e mais tarde classificadas
como crustinas do Tipo Ila. Vargas-Albores e colaboradores (2004) descreveram, ainda, duas
crustinas do Tipo Ila que diferem em sua estrutura pela substituigdo pontual de uma
i1soleucina (LvCrustin I) por uma prolina (LvCrustin P). Essas duas isoformas apresentam um
perfil transcricional distinto apdés um desafio experimental com a bactéria Vibrio
alginolyticus, onde a isoforma I apresenta uma reducdo marcante nos niveis transcricionais
enquanto a isoforma P ndo ¢ modulada, indicando que as duas isoformas podem participar de
maneiras distintas na imunidade de L. vannamei.

Crustinas do Tipo Il em L. vannamei, referidas como LvSWD, foram descritas pela
primeira vez através de abordagens transcritomicas e sua participacdo nas respostas de defesa
foi sugerida ap6s uma infecgdo experimental com a bactéria Gram-negativa V. alginolyticus,
onde um aumento nos niveis transcricionais foi observado apos 3 e 6 horas do desafio
bacteriano (JIMENEZ-VEGA et al., 2004). No entanto, sua possivel atuagio na imunidade

antibacteriana veio a ser investigada anos mais tarde quando Du e colaboradores (2015)
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expressaram em sistema heter6logo uma isoforma da proteina LvSWD identificada em
hemocitos e denominada LvSWDi. LvSWDi foi a primeira crustina de L. vannamei produzida
e purificada em laboratdrio e apresentou atividade antiproteolitica sobre proteases bacterianas
e, ainda, uma alta capacidade aderente sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
Esses resultados indicam, portanto, que a adesdo sobre a superficie bacteriana pode ser um
fator importante na atividade bioldgica das crustinas de L. vannamei.

As crustinas do Tipo IV de L. vannamei, caracterizadas em nivel molecular e
transcricional, foram reportadas pela primeira vez como SLPI-like proteins em virtude da sua
estrutura primaria contendo unicamente dois dominios WAP (JIMENEZ-VEGA; VARGAS-
ALBORES, 2007). Embora crustinas do Tipo IV tenham sido descritas em outras espécies de
crustaceos decapodes nos ultimos anos, esse foi o primeiro relato de SLPI-like proteins em
invertebrados, o que abriu um interessante caminho de investigacao do papel dessas proteinas
na imunidade desses animais. Estudos transcricionais mostraram um aumento nos niveis
transcricionais de LvSLPI 3 horas ap6és um desafio experimental com a bactéria V.
alginolyticus, retornando aos niveis basais 24 horas apos o indculo. A modulagdo na
transcri¢do desses genes pode representar um forte indicio de seu papel imunoefetor atuando,
possivelmente, no controle proteolitico das reacdes de defesa.

Apesar da grande diversidade reportada na literatura para essa familia de AMPs, o
real repertorio de crustinas em camardes peneideos pode ser subestimado devido a escassez de
trabalhos em gendmica e transcritbmica que explorem a diversidade dessas moléculas.
Atualmente, mais de 100 sequéncias aminoacidicas correspondentes a “crustinas” estdo
disponiveis em bancos de dados publicos
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/?term=crustin) das quais apenas 15 foram descritas em
L. vannamei. Recentemente, o genoma dessa espécie foi disponibilizado nas plataformas
publicas permitindo o acesso a diversidade em nivel génico e a inferéncias acerca de sua
histéria evolutiva. Considerando a diversidade de crustinas reportadas nas mais diversas
espécies de crustaceos, ¢ plausivel admitir que L. vannamei, uma espécie modelo de camarao
peneideo, porte um amplo repertério ainda ndo devidamente explorado dessa familia de
AMPs e que abarque um forte potencial para aplicagio em biotecnologia marinha. A
crescente demanda por novas ferramentas para o controle de enfermidades nos cultivos de
camarao torna, portanto, imprescindivel a identificagao de novas moléculas de importancia na
imunidade, de modo que estudos exploratérios sdo capazes de prover, em ultima anélise,

estratgéias optimizadas de produg¢do carcinicola e sustentabilidade.
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I11.1. Objetivo geral

Explorar a diversidade e os processos moleculares possivelmente envolvidos na

evolugdo de crustinas no camardo Litopenaeus vannamei.

111.2. Objetivos especificos

(a) Explorar a diversidade molecular das crustinas do Tipo II em L. vannamei e
estabelecer assinaturas moleculares especificas para os subtipos Ila e IIb em
camardes peneideos;

(b) Caracterizar o perfil transcricional das crustinas do Tipo Il de L. vannamei em
termos de distribuicdo da expressdo génica, em resposta a desafios microbianos e
durante o desenvolvimento;

(c) Dimensionar o repertério completo de crustinas em L. vannamei;

(d) Identificar, caracterizar e classificar as crustinas dos Tipos I e II de camardes
peneideos.



IV. METODOLOGIA
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IV.1. Analises de sequéncias

1V.1.1. Buscas in silico

Dados genOmicos, transcritdmicos e protedOmicos foram obtidos a partir dos
repositorios publicos disponiveis no NCBI (National Center for Biotechnology Information)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=litopenaeus+vannamei). Sequéncias de
crustinas foram, entdo, sistematicamente coletadas por uma combinacdo de trés abordagens
distintas. Primeiramente, sequéncias aminoacidicas (n=178) oriundas de 59 espécies de
crustaceos e insetos foram obtidas a partir de bancos de dados publicos (NCBI nr protein
database) ou recuperadas da literatura e, em seguida, alinhadas utilizando-se o software
MAFFT v.7 (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/). O alinhamento resultante foi utilizado,
entdo, para a identificacdo dos residuos conservados em todas as sequéncias e, por
conseguinte, para o estabelecimento de assinaturas aminoacidicas universais do (1) dominio
WAP das crustinas e (2) “dominio crustina”, que compreende a regido situada entre o
primeiro e ultimo residuo de cisteina (regido /2-cys) do peptideo maduro. As assinaturas

moleculares foram definidas como seguem:

o CPX(578)CX(8,31)CXXDXXCX(4,5)KCCXDXCX(5,6)C, para o dominio WAP,
o CX(273)CX(7,14)CCX(4’33)CPX(5,S)CX(g’g1)CXXDXXCX(4,5)KCCXDXCX(@@C, para 0

dominio crustina

, onde X representa qualquer residuo aminoacidico e os numeros entre parénteses (n,m)
representam intervalos de n a m residuos. Finalmente, o software Patmatdb v. 6.6.0.0 foi
utilizado para a busca por ambas as assinaturas no proteoma predito de L. vannamei.
Paralelamente, sequéncias de crustinas foram também obtidas através da busca pelo
dominio WAP no proteoma predito de L. vannamei, uma vez que esse dominio ¢ ubiquo a
todas as crustinas. Para tal, as buscas foram realizadas a partir de modelos matematicos
probabilisticos utilizando-se o perfil HMM (do inglés, Hidden Markov Model) especifico do
dominio WAP (ID: PF00095), publicamente disponivel no banco de sequéncias proteicas
PFAM (https://pfam.xfam.org/). Nesse método, as probabilidades para a presenca de cada
residuo em uma determinada sequéncia sdao estimadas a partir de um alinhamento multiplo de
sequéncias homologas. A frequéncia de cada residuo em cada sitio estabelece, entdo, um
sistema de “pontuagdo” (score) baseado em probabilidades: residuos aminoacidicos
conservados recebem scores mais elevados, uma vez que sua alta frequéncia reduz a

probabilidade da presenga de um residuo alternativo naquela mesma posicdo. Em
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contrapartida, residuos aminoacidicos pouco representados recebem scores inferiores. Dessa
maneira, ¢ possivel criar um modelo probabilistico personalizado e especifico para um
determinado dataset, o que permite a realizagdo de buscas por sequéncias homologas de
maneira mais precisa comparativamente as tradicionais abordagens baseadas no uso do
BLAST. Nessa abordagem, as buscas foram realizadas pela aplicacdo dos algoritmos
hmmsearch ¢ hmmscan disponiveis no pacote do software HMMER v. 3.1b2. Para realizar
essas analises, foram considerados os parametros default estabelecidos pelo software,
utilizando um valor de corte (e-value) de 1E™ tanto para as sequéncias quanto para os
dominios proteicos.

As sequéncias aminoacidicas obtidas por ambas as abordagens foram, em seguida,
superpostas em um diagrama de Venn utilizando seus respectivos identificadores (i.e.,
numeros de acesso atribuidos para cada sequéncia no proteoma) a fim de mapear e remover
duplicatas para a obtengdo de um banco unico de sequéncias niao redundantes. Sequéncias
relativas apenas as crustinas foram, entdo, manualmente selecionadas a luz de: (1) presenga da
assinatura conservada do “dominio crustina” e (2) predi¢do do dominio WAP C-terminal
usando 0 programa Conserved Domain Database
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi).

As crustinas recuperadas foram utilizadas como sequéncias de entrada (query) para
uma busca final por sequéncias similares no genoma de L. vannamei utilizando-se a
ferramenta tBLASTn. Foram desconsideras nessa busca sequéncias com porcentagem de
identidade inferior a 30% e coeficientes de confiabilidade (e-value) superiores a 107, Trés
abordagens de busca complementares foram empregadas em virtude da presuncao de um alto
grau de diversidade molecular de crustinas no genoma de L. vannamei e, por consequéncia, da
possibilidade de obtengdo do repertério incompleto dessas moléculas nessa espécie.
Finalmente, os transcritos correspondentes a cada sequéncia aminoacidica recuperada foram
obtidos através de andlises de similaridade utilizando a ferramenta tBLASTn contra o
transcritoma predito de L. vannamei e validadas através de buscas nos bancos transcritdmicos
Expressed Sequence Tags (EST) e Transcriptome Shotgun Assembly (TSA). Para cada

sequéncia obtida, seu respectivo gene foi mapeado no genoma.

IV.1.2. Caracterizacao molecular e reconstrucdes filogenéticas

As sequéncias aminoacidicas referentes as crustinas foram analisadas quanto a: (1)

presencga de peptideo sinal através do programa SignalP 4.1
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(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) e (2) presen¢a de um dominio WAP conservado na
regido C-terminal utilizando o programa Conserved Domain Database do NCBI. Apenas
sequéncias completas que cumpriram os requisitos acima foram submetidas as andlises
seguintes. As sequéncias aminoacidicas obtidas foram, entdo, analisadas no programa Expasy
ProtParam Tool (http://web.expasy.org/protparam/) para a determinacao de parametros
bioquimicos como massa molecular e ponto isoelétrico tedrico (p/) e comparadas com
crustinas de outras espécies de crustaceos através do alinhamento e reconstrucdes
filogenéticas utilizando os programas MAFFT v.7 ¢ MEGA 7.0 (TAMURA et al., 2015),
respectivamente. O método estatistico empregado para a reconstru¢do das arvores foi o
método de Maxima Verossimilhanga (Maximum likelihood) e o teste filogenético foi realizado
utilizando o Método Bootstrap. As arvores foram reiteradas 1.000 vezes. Para estimar a
divergéncia entre as sequéncias, o dataset obtido foi submetido a predicdo do melhor modelo
de substitui¢do aminoacidica utilizando o software MEGA 7.0, sendo o modelo WAG
(assumindo distribui¢do Gamma e considerando sitios invaridveis) aquele preferencialmente

utilizado para as reconstrucgdes filogenéticas subsequentes.

IV.2. Animais

Camardes juvenis da espécie Litopenaeus vannamei (10 £ 2 g) foram cedidos pelo
Laboratorio de Camardes Marinhos do Departamento de Aquicultura (UFSC/CCA/LCM) e
mantidos no Setor de Aquérios do Laboratério de Imunologia Aplicada a Aquicultura
(UFSC/CCB/LIAA). Os animais foram aclimatados por um periodo minimo de 7 dias em
tanques contendo aproximadamente 100 L de agua salgada (com aeracdo constante e
renovacdo didria da dgua de 50%) e alimentados uma vez ao dia com ragdo comercial. A
temperatura do ar foi mantida a 26°C, sendo que a temperatura da agua permaneceu a 23°C
durante os experimentos.

Amostras de camardes em diferentes estagios do desenvolvimento foram cedidas e
preparadas conforme descrito por Quispe e colaboradores (2016). Cada estagio do
desenvolvimento foi identificado microscopicamente e trés amostras independentes de cada
estagio foram coletadas. As amostras coletadas representam o comeco e o fim de cada estagio
do desenvolvimento: ovos fertilizados de 0-4 h (EI) e de 7-11 h pds-desova (EII), Nauplios I e
V (NI e NV), Protozoeas 1 e III (ZI e ZIII), Mysis I e III (MI e MIII) e Pos-larvas com idade
de 2,9 ¢ 17 dias (PL2, PL9 e PL17).

IV.3. Desafio microbiano e coleta dos tecidos
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Para investigar a distribui¢do dos transcritos em diferentes tecidos de L. vannameli,
foi realizado um estimulo microbiano com a bactéria marinha Gram-negativa Vibrio harveyi
ATCC 14126 inativada por calor. Brevemente, uma cultura de V. harveyi foi crescida em
meio LB-NaCl (1% peptona, 0,5% extrato de levedura, 3% NaCl, pH 7,2) a 20 + 2°C por um
periodo de 12-16 h sob agitagdo, centrifugada (1.000 xg por 10 min) e suspendida em dgua do
mar filtrada (0,45 um). A concentragdo bacteriana foi, entdo, ajustada para a densidade 6ptica
DOgoonm = 0,52, correspondente a 5x10° unidades formadoras de colénias (Colony Forming
Units ou CFU) por mL. Em seguida, a suspensao bacteriana foi incubada a 70°C por 20 min
para inativagdo das células e posteriormente semeadas em meio LB-NaCl agar (LB-NaCl
acrescido de 1,5% de agar) para a confirmagao do tratamento. Por fim, camardes (n=5) foram
injetados intramuscularmente entre o primeiro e o segundo segmentos da regido dorsal com
100 pL dessa suspensdo (~5x10" CFU/animal). Como controle, foram utilizados animais néo
manipulados (grupo naive; n=5).

Apds 48 h da injecdo, a hemolinfa dos 5 animais de cada grupo foi coletada na
presenga de solucdo anticoagulante e agrupada em uma unica amostra por condigdo. As
amostras foram centrifugadas (1.500 xg por 10 min a 4°C) e o precipitado celular (hemdcitos)
foi suspendido em 1 mL do reagente TRIzol® (Thermo Scientific®). Apds a extragio da
hemolinfa, os camardes foram anestesiados por hipotermia (-20°C por 20 min) e
posteriormente sacrificados para a disseccao e coleta dos seguintes tecidos/o0rgados: estobmago,
hepatopancreas, intestino médio, intestino posterior, misculo, branquias e corddo nervoso. Os
tecidos coletados foram lavados em solucao Tris-NaCl (10 mM Tris, 330 mM NaCl, pH 7.4),
macerados na presenca de 1 mL de TRIzol® (Thermo Scientific®), centrifugados (12.000 xg
por 10 min a 4°C) e os sobrenadantes conservados a -20°C para a posterior extracdo de RNA

total.

IV.4. Infeccoes experimentais

As infecgdes experimentais foram realizadas com dois patdégenos de interesse na
carcinicultura: o virus causador da Sindrome da Mancha Branca (WSSV) e a bactéria Gram-
negativa V. harveyi. O indculo viral foi preparado a partir da maceragdo de 10 g de tecido
muscular de camardes previamente diagnosticados positivos para o WSSV e as particulas
virais obtidas foram armazenadas em nitrogénio liquido para posterior uso, segundo protocolo
estabelecido por Gongalves e colaboradores (2014). Seguindo a mesma metodologia, foi

preparado um indculo livre de WSSV, utilizando tecido muscular de animais diagnosticados
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como negativos para o virus. Apds um periodo de aclimatacdo de 7 dias, os animais foram
injetados intramuscularmente com 100 pL do inéculo viral (3x10% copias gendmicas/animal).
Para a infec¢do bacteriana, os camardes foram igualmente aclimatados por 7 dias e, apos,
injetados intramuscularmente com 100 pL de um indéculo contendo 6x10’ unidades
formadoras de colonia (UFC) de V. harveyi ATCC 14126 suspensas em agua do mar filtrada.
Ap6s 48 h da injecdo, os camardes infectados de cada condi¢cdo foram submetidos a
coleta de hemolinfa e da por¢cdo medial do intestino. Os hemocitos € os intestinos médios
coletados foram homogeneizados em 1 mL do reagente TRIzol para a posterior extracdo de
RNA total. Como controle, foram utilizados animais ndo manipulados (grupo naive) e animais
injetados com 100 pL do in6culo livre de WSSV para a infecg¢ao viral ou 100 pL. de agua do
mar filtrada para a infec¢do bacteriana. Todas as amostras (grupos controle e infectado)

foram preparadas na forma de 3 pools de 5 animais.

IV.5. Purificacido de RNA total e sintese de cDNA

As amostras homogeneizadas em TRIzol foram submetidas a purificagio do RNA
total com cloroférmio e isopropanol. Brevemente, as amostras foram incubadas por 3 min a
temperatura ambiente na presenca de cloroférmio (1:5, v/v) e centrifugadas (12.000 xg por 15
min a 4°C) para a recuperagao da fase aquosa contendo o RNA total. A fase aquosa foi, entdo,
transferida para um novo microtubo e o RNA foi precipitado com isopropanol absoluto (1:1,
v/v), lavado com etanol 75% e dissolvido em é4gua livre de DNase/RNase. Em seguida, as
amostras foram tratadas com a enzima DNase I (Thermo Scientific®) por 30 min a 37°C para
eliminacdo de DNA gendmico contaminante e, apds o tratamento, a enzima foi inativada a
65°C por 10 min na presenca de 4,5 mM EDTA, conforme instru¢gdes do fabricante. As
amostras foram precipitadas com isopropanol absoluto (1:1, v/v) e acetato de sédio (300 mM,
pH 5.4) e sua concentragdo e qualidade foi avaliada por espectrofotometria. A integridade do
RNA total foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 0,8%.

As amostras de RNA total foram, finalmente, submetidas a sintese de cDNA (DNA
complementar) com a enzima RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific).
Para tal, reagdes de 20 pL contendo 1 pg de RNA total e 0,5 pg de oligo (dT);,.15 foram
incubadas a 65°C por 5 min e, em seguida, resfriadas a 4°C por 2 min. ApOs estas incubagoes,
foram adicionadas as reagoes 200 U da enzima RevertAid Reverse Transcriptase, 0,5 mM de
dNTP Mix e 20 U do inibidor de RNase 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.
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IV.6. Transcricao reversa seguida de PCR semiquantitativa

A distribui¢do dos transcritos em diferentes tecidos de L. vannamei foi analisada por
transcricdo reversa seguida de PCR semiquantitativa (RT-PCR). Brevemente, as reacodes
foram realizadas em um volume final de 15 pL contendo 2 mM de MgCl,, 0,4 mM de dNTP
Mix, 0,4 uM dos iniciadores senso e antissenso (Tabela 1), 1 U da enzima Taqg DNA
Polymerase (Sinapse Inc®) e 1 pL de c¢cDNA (diluido 10 vezes). As condicdes para
amplificacdo dos fragmentos de interesse foram as seguintes: desnaturagdao a 95°C por 10
min, seguida de 30 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 20 s, hibridizagdo a 60°C por 20 s,
extensdao a 72°C por 20 s e extensdo final a 72°C por 7 min. Os produtos de amplificagdo
foram analisados por eletroforese em gel de agarose (1,5%) corados com brometo de etideo
(Amresco”) e seus comprimentos comparados com o padrdo molecular de 100 pb (Sinapse
Inc®). Como controle de expressdo e de qualidade das amostras, foi avaliada a expressdo do
gene B-actina (LvActin) nas seguintes condi¢des: desnaturacdo a 95°C por 10 min, seguida de
40 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 45 s, hibridizagdo a 50°C por 45 s, extensdo a 72°C por
1 min e extensdo final a 72°C por 5 min. Os géis foram visualizados por fluorescéncia UV e

digitalizados no programa DigiDoc-ItLS.

IV.7. Transcricao reversa seguida de PCR quantitativa em tempo real

IV.7.1. Perfil transcricional frente a infeccées experimentais

A determinagdo do perfil transcricional apos as infec¢des experimentais foi realizada
através de RT-qPCR. As rea¢des foram realizadas utilizando o sistema StepOnePlus™ Real-
Time PCR Systems (Applied Biosystems™) e preparadas em um volume final de 15 pL (em
duplicatas) na presenga de 1 pL de cDNA (diluido 10 vezes), 0,2 uM de cada iniciador
(Tabela 1) e¢ 7,5 pL Maxima® SYBR Green/ROX qPCR Master Mix 2x (Thermo
Scientific®). Para a amplificagdo, foram utilizadas as seguintes condigdes: desnaturagio a
95°C por 10 min, seguido por 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 15 s e
hibridizagao/extensdo a 60°C por 1 min. A especificidade das reacdes foi confirmada pela
analise de curvas de dissociagdo (60-95°C; 0,3°C/s), realizada apds as etapas de amplificagao.
A eficiéncia dos iniciadores foi avaliada através da amplificacdo das sequéncias de interesse
utilizando-se dilui¢des seriadas (curva padrao: 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128) de um pool de
todos os cDNAs das amostras de hemocitos das infecgOes virais e bacterianas. Os valores de

Cq (ciclo de quantificacdo) de cada dilui¢ao foram utilizados para a constru¢do de uma curva
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linear, cujo valor de slope (coeficiente angular da reta) foi utilizado para o célculo da
eficiéncia (E) dos pares de iniciadores segundo a formula: E = 10C/1Po)1

Para a normaliza¢do dos dados foram escolhidos quatro genes candidatos (LvEF1a,
LvL40 LvRpS6 e LvRpS3A) e 0 programa RefFinder
(https://www.heartcure.com.au/reffinder) foi utilizado para a escolha da melhor condicdo de
referéncia. Os niveis transcricionais das crustinas foram calculados utilizando-se o grupo
naive como condicdo calibradora, conforme a formula 2AACa (LIVAK; SCHMITTGEN,
2001). Os dados de RT-qPCR foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e
analisados utilizando o teste de andlise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de
comparagdo de médias de Tukey. As andlises estatisticas e a construgdo dos graficos de
expressdo foram realizadas no programa GraphPad Prism 8. As diferengas entre os grupos
experimentais foram consideradas significativas quando as variacdes de expressdo génica

mostraram-se superiores a 1,5 vezes ¢ o p < 0,05.

1V.7.2. Perfil transcricional durante o desenvolvimento

Os niveis transcricionais de crustinas durante o desenvolvimento foram quantificados
por RT-qPCR e as reagdes foram preparadas e analisadas conforme descrito acima. Os dados
foram normalizados com a expressdo génica dos genes de referéncia LvRpS6 e LvActin.
Amostras de hemocitos de camardo juvenil (3 pools de 5 animais) foram utilizadas como
controle para calibragdo dos dados de expressdo génica. A significincia estatistica foi
considerada em p <0,05 apds teste de analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de

Tukey.



Tabela 1. Sequéncias dos iniciadores utilizados neste trabalho.

Gene Referéncia Iniciadores (5'-3") Amplicon
Iniciadores para analise de distribuiciio nos tecidos
LuActin  WANG; CHANG; CHEN, 2007 S, TAATCCACATCTGCTGGAAGGTGG gy,
A R eI e
Crustin-like Lv Este trabalho iSG(C}?SS?"lT ggﬁgﬁ%&iﬁ%% GCC 199 pb
Iniciadores para PCR quantitativa em tempo real
LiActin  WANG: CHANG; CHEN, 2007 5 CCACCAGACCACCTACAAC 142
LEFla DELAVEGAeal, 2008  5TOGCTOTGAACAAGATGGACA 103
Lol COBLHOcrar, 2016 S CAGAATGTGAAGGCCAAGATC 104 b
LRpS6  GONCALVESeral,2014 S AGCAGATACCCTIOGTGAAG 193 b
LRpSSA  DELAVEGAetal,2008 S OOCTTOCTATGGTGTGCTCC 101
I e o LA
Crustin-like Lv Este trabalho SHBCHIE /NG (7o G IO 199 pb

AS: GTAATTGCAGTTGAATCCGCC

S: iniciador senso; AS: iniciador antissenso.
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Os resultados obtidos nesta tese de doutorado foram organizados em dois capitulos
apresentados da seguinte forma:

CAPITULO I: Artigo cientifico intitulado “Specific Molecular Signatures for Type II

Crustins in Penaeid Shrimp Uncovered by the Identification of Crustin-Like Antimicrobial
Peptides in Litopenaeus vannamei”.

Esse artigo foi publicado no peridédico Marine Drugs, em janeiro de 2018.

CAPITULO II: Identificagdo e caracterizagio da diversidade molecular de crustinas em L.

vannamei: uma abordagem genomica.
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RESULTADOS

CAPITULO 1

O primeiro capitulo desta tese foi voltado para o estudo da diversidade molecular e
transcricional de crustinas do Tipo Il em L. vannamei. As crustinas do Tipo II representam o
grupo mais diverso e bem estudado em virtude de sua presenca majoritdria em camaroes
peneideos. Crustinas do Tipo IIb, em particular, foram, até o presente, descritas em apenas
quatro espécies de camardes asiaticos e representam uma pequena fracdo das amplamente
distribuidas crustinas do Tipo II em camardes peneideos. Nesse sentido, o presente capitulo
foi destinado a identificar e caracterizar em nivel molecular e transcricional crustinas do Tipo
IIb em L. vannamei, prover analises moleculares e transcricionais comparativas com crustinas
do Tipo Ila (Crustin Lv) previamente reportadas na literatura e, com base nas sequéncias
disponiveis em bancos de dados publicos, estabelecer assinaturas moleculares precisas para o

Tipo II em camardes peneideos.
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Abstract

Crustins form a large family of antimicrobial peptides (AMPs) in crustaceans composed of
four sub-groups (Types I-IV). Type II crustins (Type Ila or “Crustins” and Type IIb or
“Crustin-like”) possess a typical hydrophobic N-terminal region and are by far the most
representative sub-group found in penaeid shrimp. To gain insight into the molecular diversity
of Type II crustins in penaeids, we identified and characterized a Type IIb crustin in
Litopenaeus vannamei (Crustin-like Lv) and compared Type II crustins at both molecular and
transcriptional levels. Although L. vannamei Type 1I crustins (Crustin Lv and Crustin-like Lv)
are encoded by separate genes, they showed a similar tissue distribution (hemocytes and gills)
and transcriptional response to the shrimp pathogens Vibrio harveyi and White spot syndrome
virus (WSSV). As Crustin Lv, Crustin-like Lv transcripts were found to be present early in
development, suggesting a maternal contribution to shrimp progeny. Altogether, our in silico
and transcriptional data allowed to conclude that (1) each sub-type displays a specific amino
acid signature at the C-terminal end holding both the cysteine-rich region and the whey acidic
protein (WAP) domain, and that (2) shrimp Type II crustins evolved from a common ancestral

gene that conserved a similar pattern of transcriptional regulation.

Keywords: invertebrate immunity; host defense peptide; crustacean; WAP domain; molecular

diversity; host-pathogen interaction.
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1. Introduction

Crustins are cysteine-rich antimicrobial peptides (AMPs) holding a typical whey
acidic protein (WAP) domain [1]. The WAP domain is a conserved motif containing eight
cysteine residues, forming a characteristic four-disulfide core (4DSC) arrangement, that is
also found in many proteins exhibiting protease inhibitory properties or regulatory functions
in growth and tissue differentiation [2]. These bioactive molecules were originally isolated
from the hemolymph of the shore crab Carcinus maenas as a cationic 11.5-kDa peptide with
specific activity against marine Gram-positive bacteria [3]. Homologues of the C. maenas
11.5-kDa peptide were identified some years later in two shrimp species (Litopenaeus
vannamei and Litopenaeus setiferus) and tentatively named as “Crustins” [4], a nomenclature
that was subsequently accepted and adopted for this AMP family [1,5-7]. Indeed, crustins
comprise a large and diverse family of gene-encoded AMPs in decapod crustaceans [8], but
they are also present in non-decapod species, such as amphipods, copepods and isopods, and
even in some hymenopteran insects [1].

Based on the presence or absence of structural domains lying at the N-terminal
region, Smith et al. [5] classified crustins into three sub-groups, designated as Types I to III.
Type I crustins are most related to the C. maenas 11.5-kDa peptide (later termed as “carcinin”
[9]) and are characterized by the presence of four conserved cysteine residues, the cysteine-
rich domain, upstream to the C-terminal WAP domain. They occur mainly in Pleocyemata
(crabs, lobsters and crayfish), but some members were also reported in penaeid shrimp
[10,11]. On the other hand, Type II crustins are mainly present in penaeids
(Dendrobranchiata) and harbor a hydrophobic region rich in glycine residues, the glycine-rich
domain, positioned at the N-terminal end of the cysteine-rich domain that is also found in
Type I crustins. By contrast, Type III crustins (also known as single WAP domain-containing
proteins or SWD) are only composed of a single WAP domain, and display both antimicrobial
and antiprotease activities [12]. Proteins containing two WAP domains (double WAP domain-
containing proteins or DWD) and crustin homologues from hymenopteran insects have been
recently classified as Type IV and Type V, respectively [13].

Due to the economic importance of penaeid shrimp worldwide, Type II is the most
well characterized sub-group of crustins. They are usually active against Gram-positive
bacteria, but in vivo studies using gene silencing revealed that Type II crustins play a key role
in shrimp defense against pathogenic Gram-negative bacteria [14—16]. Interestingly, the
knockdown of Type II crustins in the Pacific white shrimp L. vannamei causes an increase in

mortality after infections with the bacterial pathogen Vibrio penaeicida, but not in response to
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the fungal pathogen Fusarium oxysporum [14]. The antibacterial activity of Type II crustins
appears to be related to the WAP domain. Indeed, it has been shown that Type II crustins with
an incomplete WAP domain have impaired antimicrobial activities [17]. This large crustin
sub-group showed to be diverse in terms of both structure and function. For instance, in the
black tiger shrimp Penaeus monodon, at least ten different Type II crustins (crustinPm 1-10)
have been identified, displaying diverse molecular structures and biological activities [7]. In
the literature, this heterogeneous and complex crustin Type has been also subdivided into two
sub-types, namely Type Ila or “Crustins”, most related to the first glycine-rich peptides
identified in Litopenaeus species (Crustin Lv and Crustin Ls) [4], and Type IIb or “Crustin-
like”, homologues of the CruFc peptide from Fenneropenaeus chinensis [17] and the Crus-
likePm (or crustinPm 7) peptide from P. monodon [18]. Interestingly, while Type Ila crustins
have been identified in different penaeids [4,19-21], Type IIb crustins were only reported in
Oriental (Asian)species [16—18,22].

Although a distinction between Type Ila and Type IIb crustins has been previously
established (based on differences in the amino acid length between the cysteine-rich and WAP
domains) [7], the current classification of these sub-types in penaeid shrimp remains confused
and controversial, leading to misleading categorizations. In order to explore and refine this
issue, we have firstly identified and characterized at both molecular and transcriptional levels
a Type IIb crustin from the most commonly cultivated penaeid shrimp (L. vannamei), and
then provided amino acid signatures specific to Type Ila and Type IIb crustins in penaeid
shrimp. By taking advantage of publicly accessible databases, we have identified seven
nucleotide sequences in L. vannamei transcriptomes showing high similarities to Type 1Ib
crustins that were opportunely named Crustin-like Lv. L. vannamei Type 1la and Type IIb
crustins are encoded by distinct genomic sequences and differ not only in the length of their
structural domains, but with each sub-type possessing a specific amino acid signature at the
C-terminal region containing the 12 conserved cysteine residues. A comparative gene
expression analysis showed that L. vannamei Type Ila (Crustin Lv) and Type IIb (Crustin-like
Lv) crustins are mainly expressed in circulating hemocytes and gills of juveniles and
displayed a similar transcriptional pattern in response to two unrelated shrimp pathogens, the
Gram-negative Vibrio harveyi and the White spot syndrome virus (WSSV). Finally, as
observed for Crustin Lv, Crustin-like Lv transcripts were detected in all stages of L. vannamei
development, from fertilized eggs to larval and post larval stages. We provided here the first

molecular characterization of a Type IIb crustin in an Occidental (non-Asian) species and the
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identification of molecular amino acid signatures specific to Type II crustins in penaeid

shrimp.

2. Materials and Methods

A metodologia deste artigo encontra-se detalhada na se¢do IV da tese.

3. Results and Discussion

3.1. Identification and molecular characterization of Type IIb crustins in L.

vannamei

By taking advantage of publicly accessible databases, we have characterized for the
first time Type IIb crustins in the most commonly cultivated penaeid shrimp, L. vannamei. In
silico analysis led to the identification of three complete (one from the GenBank Nucleotide
database and two from Expressed Sequence Tag libraries) and four incomplete/partial
(Transcriptome Shotgun Assembly database) nucleotide sequences. All sequences
corresponded to Type IIb crustins that were tentatively named Crustin-like Lv. L. vannamei
Type Ila crustins were previously termed as CrustinLv [4]. The complete full-length cDNA
sequences (GenBank: JQ824114, FE049920 and FE049921) encode 147 amino acid
precursors, starting with a predicted 17-residue signal peptide followed by a putative cationic
(pI ~8) mature peptide of 130 amino acid residues (Figure 5). The presence of this signal
peptide is necessary to direct the precursors to the endoplasmic reticulum and the Golgi
apparatus. Then, the mature peptides are targeted to intracellular granules where they are
stored [23]. All mature peptides possess a glycine-rich region containing three repeats of the
pentapeptide Val-Phe-Pro-Gly-Ala (VFPGA) at the N-terminal end, followed by a C-terminal
region containing twelve conserved cysteine residues, eight of them comprising a single WAP
domain (Figure 5). For the incomplete Crustin-like Lv sequences (GenBank: GETD01016911,
HAAWO01014776, GETZ01011995 and GDUV01030786), only the C-terminal region,
holding both the cysteine-rich region and the WAP domain, was identified. These incomplete
sequences lack the signal peptide and part of the glycine-rich region (Figure S1).

Crustin-like Lv deduced amino acid sequences were compared with Type II crustins
from penaeid shrimp and with crustins from other crustacean species (Figure S1). Mature
Crustin-like Lv sequences shared a high amino acid sequence identity with other Type IIb

crustins, such as Crustin-like from Marsupenaeus japonicus (75%; [16]), the Fi-crustin from
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Fenneropenaeus indicus (73%;[22]), crustinPm7 (Crus-likePm) from P. monodon (70%; [18])
and CruFc from F. chinensis (69%; [17]).Within Type Ila crustins, Crustin-like Lv was 44%
identical to Crustin Lv sequences [4] and 40% to 54% identical to other Type Ila crustins from
penaeids [10,19-21]. Regarding Type II crustins from non-penaeid species (Pleocyemata),
Crustin-like Lv showed 43% to 51% amino acid identity with the crustins (PJC1 to PJC4)
from the Japanese spiny lobster Panulirus japonicus [24]. Finally, L. vannamei Type IIb

sequences showed less identity with the other crustins sub-groups found in crustaceans,

namely Type I (30-43%), Type III (20-25%) and Type IV (25-27%).
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Crustin-like Lo [FE049920
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[

Crustin-like Lv [FE049921
crustinPm?7 [EF654658] jHiRa3
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Figura 5. Litopenaeus vannamei Type IIb crustins. Amino acid sequences alignment of Type IIb crustins from
L. vannamei (Crustin-like Lv) and the crustinPm7 from Penaeus monodon. ldentical residues are highlighted in
black. Triangles (V) indicate the 12 conserved cysteine residues found in crustins. The whey acidic protein
(WAP) domain is underlined by a solid red line.

3.2. L. vannamei Type II crustins are encoded by distinct genes

The L. vannamei Type 1la gene that encodes Crustin Lv is 1651 bp in size and
consists of two exons (36 bp and 680 bp, respectively) interrupted by a single intron (935 bp)
(Figure S2). The first exon covers the 5’ untranslated region (5’-UTR) and only two codons of
the signal peptide (ATGAAG), while the second exon encodes the remainder of the signal
peptide sequence, and the complete mature peptide and the 3’ untranslated region (3'-UTR)
(Figures 2 and S2). Likewise, the Type IIb gene (742 bp) (Figure S2), that encodes Crustin-
like Lv, is also composed of two exons (39bp and 508 bp, respectively) separated by one
intron (195 bp). However, in the Type IIb gene, whereas the first exon covers only the 5'-
UTR, the second exon covers the signal peptide, the complete mature peptide and the 3'-UTR
(Figures 2 and S2). All splice sites in both Type II crustin genes followed the canonical
GT/AG splicing recognition rule. Interestingly, L. vannamei Type IIb genomic organization
was quite similar to that found in the crustinPm7, a Type IIb crustin gene from P. monodon

[18]. By contrast, the P. monodon Type Ila crustinPm5 gene [25] showed an exon-intron
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organization different from that found in the Type Ila gene from L. vannamei (Figure 6).
Altogether, these results suggest that penaeid Type II crustins are encoded by distinct
genomic sequences, and that the molecular diversity found in this crustin sub-group was

driven by gene duplication and mutations [26].

195

Type IIb (39 508

Figura 6. Litopenaeus vannamei Type 1l crustins are encoded by distinct genomic sequences. A not-to-scale
representation of L. vannamei Type Il crustins, Type Ila (Crustin Lv) and Type IIb (Crustin-like Lv). White
boxes indicate the exons and the black line indicates the intron. The numbers show the size (in base pairs) of the
exons and introns.

3.3. Gene expression distribution of Type II crustins in shrimp tissues

In our transcriptional analyses, we compared the L. vannamei Type Il crustins in
terms of (1) tissue distribution, (2) transcriptional response to two unrelated pathogens, and
(3) expression profile during shrimp development. Firstly, the gene expression distribution of
Crustin Lv (Type 1la) and Crustin-like Lv (Type IIb) were evaluated in eight different tissues
(hemocytes, gills, muscle, nerve cord, foregut, hepatopancreas, midgut and hindgut) from
naive (unchallenged) animals and shrimp at 48 h post-stimulation with heat-killed bacteria (V.
harveyi). Interestingly, both L. vannamei Type 1l crustin sub-types showed a similar gene
expression distribution in shrimp tissues. Transcripts of Crustin Lv and Crustin-like Lv were
detected in circulating hemocytes and gills of both unchallenged and Vibrio-stimulated
animals (Figure 7). Remarkably, whereas the highest expression levels of the Crustin Lv gene
(Type I1a) were found in circulating hemocytes, the Crustin-like Lv gene (Type IIb) showed to
be predominantly expressed in gills (Figure 7). In Vibrio-stimulated animals, the expression
of the Crustin Lv gene was also detected in the nerve cord and in the two gut portions (midgut
and hindgut) (Figure 7). For both Type II crustins, no signals were observed in muscle,
foregut, and hepatopancreas (Figure 7). Comparatively, Type II crustins from P. monodon
were heterogeneously distributed among shrimp tissues. For instance, while crustinPm5
appeared to be constitutively transcribed in the epipodite and eyestalks [25], the other P.
monodon Type 1l crustins (crustinPm1, crustinPm4 and crustinPm?7) were mainly expressed in
hemocytes [10,18,27].

In L. vannamei, the expression of Type Ila crustins was restricted to both circulating

and tissue-infiltrating hemocytes [28]. More specifically, the expression of this gene was
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apparently higher in semi-granular hemocytes than in the granular cells [29]. Thus, the
detection of Crustin Lv transcripts in shrimp tissues was undoubtedly the result of infiltrating
hemocytes. By contrast, in this study, Crustin-like Lv transcripts were mainly detected in gills.
This could be the result of a distinct migratory behavior displayed by circulating hemocytes in
shrimp tissues, or the presence of specific tissue-resident hemocyte populations. We cannot
rule out the hypothesis of the existence of crustin-expressing hemocytes in shrimp gills
distinct from those found circulating in hemolymph. Actually, the presence of tissue-specific
subsets of a particular immune cell type has been reported in mammals [30]. Thus, the next
import steps will be (1) to colocalize Type II crustins in shrimp hemocytes to verify whether
they are expressed in the same hemocyte populations, and (2) to define the precise site of
expression of the Crustin-like Lv gene by using physical mapping techniques (in situ
hybridization and immunohistochemistry) as previously performed for other crustin genes

[23,27,28].

HE GL ML NC FG HP MG HG

NS NS NS NS NS NS NS NS
Crustin Lu e s s - -A =113 bp

Crustin-like Lv [N

Figura 7. Gene expression distribution of Type II crustins in shrimp tissues. Semiquantitative reverse
transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis of Crustin Lv (Type Ila) and Crustin-like Lv (Type
IIb) transcript levels in different tissues from naive (N) and Vibrio-stimulated (S) shrimp. The expression of the
B-actin gene was used as an endogenous control. HE: hemocytes, GL: gills, ML: muscle, NC: nerve cord, FG:
foregut, HP: hepatopancreas, MG: midgut, HG: hindgut.

3.4. Expression profile of Type II crustins in response to bacterial and viral

infections

We have further investigated the transcriptional response of Type II crustins in two
important immune tissues after experimental infections with the Gram-negative V. harveyi
and the WSSV. Their expression levels were quantified at 48 h after infections by
fluorescence-based reverse transcriptase quantitative PCR (RT-qPCR) in circulating
hemocytes and midgut. In a previous study from ourgroup, the expression of gene-encoded
AMPs (penaeidins, crustins, anti-lipopolysaccharide factors and stylicins) showed to be
modulated in L. vannamei shrimp at 48 h post-infections [31]. Importantly, whereas

hemocytes are the main site for the expression of AMPs in shrimp [6], the midgut represents
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an important route of pathogen entry in invertebrates [32]. The transcriptional levels of both
Type II crustins were not affected by the bacterial or by the viral infection in circulating
hemocytes or in the midgut (Figure 8). Furthermore, no obvious differences in gene
expression were observed between unchallenged shrimp and the controls (shrimp injected
with SSW or the WSSV-free inoculum) (Figure 8). At this same time point, the expression of
the Crustin Lv gene (Type Ila) showed to be drastically reduced in circulating hemocytes of
shrimp succumbing to a lethal infection by the opportunistic filamentous fungus Fusarium
solani but not by the WSSV [33]. In our study, the lack of induction of L. vannamei Type II
crustins could be partly attributed to the time course response of Type II crustins in the
analyzed tissues but also to the route of infection. Indeed, we have evaluated the
transcriptional response of L. vannamei Type 1l crustins at 48 h post-infections and it is
probable that the modulation of these genes has occurred earlier. For instance, in many shrimp
species, the expression of crustins showed to be modulated in the first hours post-infections
[10-12,18]. Moreover, our experimental procedure consisted of injection of the pathogens
directly into the shrimp hemocel in order to standardize a same inoculum load per animal
[33]. By using a natural route of infection (immersion method), Soonthornchai et al. [34]
could observe an increase in crustin expression in the midgut of P. monodon shrimp

experimentally infected with V. harveyi.
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Figura 8. Relative expression profile of Crustin Lv (Type Ila) and Crustin-like Lv (Type IIb) genes in (A)
circulating hemocytes and (B) midgut of shrimp at 48 h after experimental infections with the Gram-negative
Vibrio harveyi ATCC 14126 (white bars) or the White spot syndrome virus (black bars). Results are presented as
mean =+ standard deviation of relative expressions (three biological replicates). WSSV: White spot syndrome
virus. W-free: tissue homogenate inoculum prepared from WSSV-free shrimp.

Despite the lack of regulation at the transcriptional level, both Type Ila and Type IIb
crustins showed to be directly involved in shrimp antimicrobial defense against pathogenic
Vibrio infections [14—16]. Besides, the regulation of these molecules may occur at the post-
translational level (maturation and/or trafficking), rather than at the transcriptional level, as
observed for penaeidins. Indeed, penaeidins are shrimp gene-encoded AMPs that are
constitutively expressed and stored in circulating hemocytes, then released to hemolymph in
response to microbial challenges [35]. As with penaeidins, crustins are also produced and
stored in hemocytes [23,27], so it is plausible to suppose that they are also released towards

the plasma by a regulated secretion pathway triggered by infectious agents.

3.5. Expression of Type IIb crustins during shrimp ontogenesis

Another important result from this study was the first characterization of the
transcriptional profile of a Type IIb crustin during shrimp development. The transcript
abundance of the Crustin-like Lv gene (Type IIb) was quantified by RT-qPCR in the 12

developmental stages of L. vannamei, from fertilized eggs to larval and post larval stages, and
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also in circulating hemocytes from juveniles. Crustin-like Lv expression was detected in all
shrimp developmental stages, but only quantified from fertilized eggs at 7-11 h post-
spawning (Figure 9). Interestingly, Crustin-like Lv gene expression profile during shrimp
ontogenesis was quite similar to that which was previously observed for the Crustin Lv gene
[36]. Both Type II crustins were transcribed at variable levels during shrimp development.
However, the highest mRNA levels were observed in hemocytes from juveniles (Figure 9),
which is in accordance with our results of tissue expression distribution (Figure 7). Moreover,
transcripts for both genes were found in fertilized eggs, revealing a maternal contribution of
these AMPs to the shrimp offspring [36]. Interestingly, Suleiman et al. [23] detected the
presence of the carcinin antimicrobial peptide (Type I crustin) at protein levels in the ovaries
and oocytes of the shore crab C. maenas. The expression of crustins in early larval stages of
L. vannamei suggests the participation of gene-encoded AMPs in a critical phase where the
immune system has not been fully developed. Therefore, the specific role of Type II crustins

during shrimp development claims for further investigations.

3.6. Molecular signatures for Type II crustins in penaeid shrimp

With the comparative transcriptional profiling of Crustin Lv and Crustin-like Lv
genes in hand, we focused our attention on the molecular diversity of Type II crustins in
penaeid shrimp (Decapoda: Penaeidae). Full coding sequences of Type II crustins were
systematically collected from both annotated (GenBank Nucleotide database) and non-
annotated (EST and TSA libraries) nucleotide databases and used for multiple-sequence
alignments (Figures 10 and S1) and phylogenetic reconstructions (Figure 11). An important
contribution to this analysis was undoubtedly the identification of Crustin-like sequences in
an Occidental penaeid species, L. vannamei, since Type IIb crustins have been only reported
in the Asian shrimps P. monodon, F. chinensis, F. indicus and M. japonicus [16-18,22].
However, our in silico mapping method failed to recover Type IIb crustin sequences in other
penaeid shrimp from the Western Hemisphere (as well as shrimp from other genera), due to
the lack of genomic and transcriptomic data available for those species. Moreover, it is
important to point out the confused nomenclature adopted in the literature concerning the use
of the terms “crustin” and “crustin-like peptides” [15,37,38], evidencing that the terminology

of this AMP family need to be fully revised.
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Figura 9. Relative abundance of Crustin-like Lv (Type IIb) transcripts during shrimp development. Results are
present as mean * standard deviation (three biological replicates). The red dotted line indicates the basal
expression level of the Crustin-like Lv gene in hemocytes from juvenile shrimp. EI: fertilized eggs at 0—4 h post-
spawning; EII: fertilized eggs at 7-11 h post-spawning; NI: nauplius I; NV: nauplius V; ZI: protozoea I; ZIII:
protozoea III; MI: mysis [; MIII: mysis III; PL2: postlarva 2; PL9:postlarva 9; PL17: postlarva 17. Different
letters indicate significant differences among the developmental stages from EII to PL17 (one-way
ANOVA/Tukey, p < 0.05). Asterisks (*) shows significant differences between each developmental stage and
hemocytes from juveniles (one-way ANOVA/Tukey, p < 0.05)

The striking information given by the sequence analysis was the identification of
amino acid signatures specific to Type Ila and Type IIb crustins in penaeid shrimp. We found
a molecular pattern based on conserved amino acid residues that can successfully discriminate
Type Ila and Type IIb crustins at the primary structure level (Figure 10). The classification of
Type II crustins into two sub-groups (Type Ila and IIb) was initially proposed by
Tassanakajon et al. [13], that is essentially based on differences in the amino acid length of
the glycine-rich region and on the distance between the cysteine-rich region and the WAP
domain. By contrast, multiple alignments of the amino acid sequences of all available shrimp
Type II crustins revealed that the differences between Type Ila and Type IIb crustins lye in
(1) the presence of specific amino acid residues positioned at precise locations of the C-
terminal region holding the cysteine-rich region and the WAP domain, and (2) the
arrangement (amino acid intervals) of the 12 conserved cysteine residues (Figure 10A,B).
These 12 conserved cysteine residues (four from the cysteine-rich region and eight from the
WAP domain) comprise a region previously termed as ‘“crustin domain” (the crustin
signature) [39] that is exclusively found in Type I (carcinins) and Type II (crustins and
crustin-like peptides) crustins. On the other hand, Type III and Type IV crustins possess one

and two WAP domains, respectively, but not the cysteine-rich region found in Type I and
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Type II crustins [5]. Thus, both Type III (SWD) and Type IV (DWD) crustins lack the crustin
signature proposed by Zhao and Wang [39].
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Figura 10. The molecular signature of shrimp Type II crustins. (A) Amino acid sequence alignments of the C-
terminal region holding the 12 conserved cysteine residues (the crustin signature [39]) of Type Ila and Type IIb
crustins from penaeid shrimp: Litopenaeus vannamei (Crustin Lvl, Crustin Lv3, LvCrustin I, LvCrustin P,
Crustin-like Lv), Litopenaeus setiferus (Crustin Ls1, Crustin Ls2, Crustin Ls3), Litopenaeus schmitti (CrusLsch),
Farfantepenaeus paulensis (CrusFpau), Farfantepenaeus brasiliensis (CrusFbra), Farfantepenaeus subtilis
(CrusFsub), Fenneropenaeus chinensis (Fc-crus 2, CruFc), Fenneropenaeus indicus (Fi-crustin), Penaeus
monodon (crustinPm]1, crustinPm4, crustinPm5, crustinPm6, crustinPm7, Crustin-like Pm), and Marsupenaeus
Japonicus (Crustin Mj, Crustin-like Mj). (B) Consensus amino acid sequence of shrimp Type Ila and Type IIb
crustins. X indicates any amino acid. Identical residues are highlighted in black. Specific amino acid residues
conserved in shrimp Type Ila and Type IIb crustins are highlighted in blue and yellow, respectively. Triangles
(V) indicate the 12 conserved cysteine residues found in crustins. The whey acidic protein (WAP) domain is
underlined by a solid red line. (C) A not-to-scale representation of shrimp Type Ila and Type IIb crustins
indicating the N-terminal glycine-rich region and the C-terminal crustin signature (cysteine-rich region + WAP
domain). MW: molecular weight. p/: theoretical isoelectric point. * Sequence obtained from [16] (not deposited
in any database).

Type Ila crustins from penaeid shrimp contain three amino acid residues between the
first two cysteine residues of the crustin signature (Cys1-Cys2) within a conserved tryptophan
(Trp or W) preceding Cys2. Additionally, a sequence of 16—18 amino acids in length is found
between Cys4-Cys5 and a sequence of 8—12 residues between Cys6-Cys7 (Figure 10A).

Comparatively, Type IIb crustins contain an asparagine (Asn or N) and a tyrosin (Tyr or Y)
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between Cys1-Cys2 and only four residues between Cys4-Cys5 (Lys-Pro/Leu-Gly-Arg/Phe)
(Figure 10A). Moreover, all Type IIb crustins contain a sequence of eight residues between
Cys6-Cys7 and characteristic amino acid residues in the WAPdomain that are not found in
Type Ila crustins (Figure 10A). The specific amino acid signature of each sub-group of
shrimp Type 1II crustins is presented in Figure 10B. Finally, whereas the N-terminal glycine-
rich region of Type IIb crustins are composed of 29-84 amino acid residues, the glycine-rich
region of Type Ila crustins can reach up to 167 residues in length (e.g., crustinPm4 from P.
monodon [10]). On the other hand, whereas the amino acid length of the C-terminal region of
Type Ila crustins showed to be variable (81-87 residues), the C-terminal region (holding the
crustin signature) of all Type IIb crustins is composed of 67 amino acid residues (Figure
10C). Despite their differences in terms of size and molecular weight, shrimp Type II crustins
are cationic peptides/polypeptides with theoretical isoelectric point (pl) ranging from 7.6 to
8.8.

Phylogenetic reconstructions clearly supported the distinction of shrimp Type II
crustins into two separate groups. The obtained phylogenetic trees first showed that the four
crustin Types found in crustaceans (Types I to IV) clustered into two distinct main clades: a
first clade covering both Type I and Type II crustins and a second clade containing the
sequences that lack the crustin signature (Type III and Type IV crustins) (Figure 11).
Regarding the first clade, Type I and Type II crustins were split into distinct groups. Within
the Type II group, shrimp Type Ila crustins (Dendrobranchiata) and crustins from the spiny
lobster P. japonicus (Pleocyemata) formed a separate clade from Type IIb crustins (Figure
11). Indeed, as shrimp Type Il crustins, P. japonicus crustins (PJC1 to PJC4) also harbor a
portion rich in glycine residues at the N-terminal region [24]. From our analysis, P. japonicus
crustins correspond to authentic Type II crustins since they hold the conserved amino acid
residues found in the Sub-type Ila (Figure 10B). Moreover, while Type Ila crustins showed to
be present in different decapod groups (Pleocyemata and Dendrobranchiata), Type IIb
crustins appear to be exclusive of penaeid shrimp (Dendrobranchiata). Interestingly, the Type
ITa crustinPm5 from P. monodon formed a distinct clade from the other Type Ila crustins from
penaeid shrimp (Dendrobranchiata) and P. japonicus (Pleocyemata). Indeed, crustinPmS5 is a
unique crustin member within the Type Ila clade, apparently exclusive of the black tiger
shrimp P. monodon, that is diverse not only in terms of sequence, but also in terms of
genomic organization and tissue expression distribution [25]. Both sequence and phylogenetic
data showed that Type Ila crustins display a high degree of diversity at both inter- and

intraspecific levels when compared to Type IIb crustins. For instance, Type IIb crustins from
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distant shrimp species have been shown to be more similar to each other than Type Ila
crustins from the same shrimp. This is the case of P. monodon Type lla crustins that are
diverse not only in terms of sequence, but also in genomic organization and gene expression
regulation [10,27].

Why Type IIb crustins are quite similar among distant shrimp species is still an open
question. On one hand, Type IIb crustins could be recently evolved from an ancestor shrimp
Type II gene and, on the other hand, the interspecific conservation of Type IIb crustin
sequences could be the result of selective pressures (environmental stressors, pathogens, etc.).
In any cases, phylogenetic and maximum likelihood-based codon substitution analyses have
shown that diversity in crustin family has been driven by successive gene duplications and
positive Darwinian selection [26]. Our transcriptional data revealed that L. vannamei Type 11
crustins display a very similar pattern of gene expression in terms of tissue distribution,
transcriptional response to pathogens, and mRNA abundance during shrimp development.
Taken together, it is plausive to hypothesize that Type Ila and Type IIb crustins evolved by
gene duplication from a common ancestral gene that conserved a similar pattern of
transcriptional regulation. The apparent lack of Type IIb crustin sequences in available
databases of other crustacean groups suggests that the gene duplication event relative to Type

[Ta—Type 1Ib divergence occurred exclusively in the Dendrobranchiata lineage.
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Figura 11. Penaeid shrimp Type II crustins form two distinct phylogenetic clades. The phylogenetic tree was
constructed using the Neighbor-Joining method in MEGA 6. Bootstrap sampling was reiterated 1000 times.
Sequences included in analyses were the following: (i) Type I crustins (“Carcinins”): the Pp-crustin from
Portunus pelagicus (GenBank: JQ965930), the Sc-crustin from Scylla serrata (GenBank:HQ638025), the CrusSp
from Scylla paramamosain (GenBank: EU161287), the CruHal from Hyas araneus (GenBank: EU921641),
PtCrustin from Portunus trituberculatus (GenBank: FJ612106), the carcinin (11.5-kDa peptide) from Carcinus
maenas (GenBank: AJ427538), the PICrustin2 from Pacifastacus leniusculus (GenBank: EF523613), the Pc-
crustin 2 from Procambarus clarkii (GenBank: GQ301202), the MjCrul-1 and MjCrul-2 from Marsupenaeus
japonicus [11], and the carcininPm?2 from Penaeus monodon [10]; (ii) Type Ila crustins (“Crustins”): the
LvCrustin I (GenBank: AY488492), LvCrustin P(GenBank: AY488494), Crustin Lv] (GenBank: AF430071) and
Crustin Lv3 (GenBank: AF430073) from Litopenaeus vannamei (indicated by black circles, @), the Crustin Ls1
(GenBank: AF430078), Crustin Ls2 (GenBank: AF430077) and Crustin Ls3 (GenBank: AF430079) from
Litopenaeus setiferus, the CrusLsch (GenBank: EF182748) from Litopenaeus schmitti, the CrusFpau (GenBank:
EF182747) from Farfantepenaeus paulensis, the CrusFbra (GenBank: EF601055) from Farfantepenaeus
brasiliensis, the CrusFsub (GenBank: EF450744) from Farfantepenaeus subtilis, the Crustin Mj (GenBank:
AB121741) from M. japonicus, the crustinPml (GenBank: FJ686014), crustinPm4 (GenBank: FJ686015),
crustinPm5(GenBank: FJ380049) and crustinPm6 (GenBank: GH717910) from P. monodon, the Fc-crus 2
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(GenBank:FJ853147) from Fenneropenaeus chinensis and the PJC1 (GenBank: FJ797417), PJC2 (GenBank:
FJ797418), PJC3 (GenBank: FJ797419), and PJC4 (GenBank: FJ797420) from Panulirus japonicus; (iii) Type
IIb crustins (“Crustin-like”): the Crustin-like Lv (GenBank: JQ824114, FE049920 and FE049921) from L.
vannamei (indicated by black squares, m), the Crustin-like Mj from M. japonicus [16], the CruFc (GenBank:
DQO097703) from F. chinensis, the Fi-crustin (GenBank: GQ469987) from Fenneropenaeus indicus and the
Crustin-like Pm (GenBank: GQ334395, JX912161 and GU299808) and crustinPm7 (GenBank: EF654658) from
P. monodon; (iv) Type III crustins (“Single WAP domain-containing proteins or SWD”): the LvSWD (GenBank:
AY464465) and LvSWDi [40] from L. vannamei, the SWDPm1(GenBank: EU623979) and SWDPm?2
(GenBank: EU623980) from P. monodon, the FcSWD (GenBank:EF216349) from F. chinensis and the MjSWD
(GenBank: AU176270) from M. japonicus; (v) Type IV crustins (“Double WAP domain-containing proteins or
DWD”): the LvSLPI (GenBank: EF467169) from L. vannamei, the PmDWD (GenBank: B1784457) from P.
monodon, the FcDWD (GenBank: GQ303571) from F. chinensis, and the MjDWD (GenBank: EU095018) from
M. japonicus.

4. Conclusions

In conclusion, we have identified for the first time a Type IIb crustin (Crustin-like
Lv) in an Occidental (non-Asian) penaeid, the Pacific white shrimp L. vannamei. The
molecular characterization and comparison of Crustin-like Zv with other crustin sequences
allowed to the identification of molecular amino acid signatures specific to Type II crustins in
penaeid shrimp. Despite their similar patterns of gene expression, Type Ila and Type IIb form
two distinct groups of crustins in penaeid shrimp with potential specific biological activities.
Results from the in silico and phylogenetic analyses combined with our gene expression data
suggested that shrimp Type II crustins evolved from a common ancestral gene that conserved
a similar pattern of transcriptional regulation. The functional implication of the molecular
diversity of Type II crustins in the shrimp immune response is an important task to be
assessed by reverse genetic approaches. These bioactive molecules from marine invertebrates
could find applications not only in aquaculture and shrimp farming, but also in both human

and veterinary medicine.
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Figure S1. Amino acid sequence alignments of shrimp Type II crustins: Litopenaeus vannamei (LvCrustin P,
LvCrustin I, Crustin Lv1, Crustin Lv3, Crustin-like Lv), Litopenaeus setiferus (Crustin Ls1,Crustin Ls2, Crustin
Ls3), Farfantepenaeus paulensis (CrusFpau), Farfantepenaeus brasiliensis (CrusFbra), Farfantepenaeus
subtilis (CrusFsub), Litopenaeus schmitti (CrusLsch), Marsupenaeus japonicus (Crustin Mj, Crustin-like Mj),
Fenneropenaeus chinensis (Fc-crus 2, CruFc), Penaeus monodon (crustinPml,crustinPm4, crustinPmS5,
crustinPm6, crustinPm7, Crustin-like Pm) and Fenneropenaeus indicus (Ficrustin).The predicted signal peptides
are in bold and underlined. Identical amino acid residues are shadowed with black backgrounds. Triangles (V)
indicate the 12 conserved cysteine residues found in crustins. * Sequence obtained from [16] (not deposited in

any database).
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Crustin Lv gene (Type I1a)

GCACACCACTAGCTTGTACTGGAGGCAACCATGAAGCTATCGAGCTTGTGTTTGTTTTCGT
M K
TGACTTCCGGTCTTTTTTTTTTTTTTTTTTCTCTCTTTTTTTTTAAGTGAGAGAGTTTAA
TGTAAGGAGTTTTTTTTTAATGTTTTTTCTTTGTGTACACCGTTTAAATATCATGTTTTG
AGTCATGATATATACAAATGCGAGATAGTTATTGTTGTGAATGTACTTCCCCTTTCGCGG
GATATTTATAGATTTGACTATCAAATGTGCATTTCGGATTAAAAAAGATTTTTAGTCCAA
AATGCAAACTTCGGTGTTAAATCTATAAATAGTATTATTGCGTGATGGTAACGTAAATAC
ACTAAAGATTAAAGCTTATAATCATTCAATTTTGCTATGTCTTCGCCACGAAAATTTGCA
ACGAAAATGTCATATACAAACATTTTAGGCTATGCACTGATGTTAGGCATACATATTATT
GTGCATAGCCAGGTTGGATAAAAACGTTTACAAGATGAAAGGCTTAATCTAGATCCAAGC
TATTACGGTACAATATATTCCGCATTTCGAAAGGTGATTAAAAAGAGATTTCATTATTGA
ATGCAAAAGACCATCACACAGGTATTATGGCTTTCTCTCTGTATACAGCATTTTTTTCCC
TAAAGCTTCCCTAAAATACCGACGTTACGGTAACAGTAACGTTAAGCAATATAGATTGAT
ATAGAACAAATCGAAATGACGGAAGTTGATATATAACAATAACACGATAAAGATTGTTTG
TCTTAAGAATAATCTTTCTCCCGTTTGTCCCACTGCTCAGACTTATAAAAAAGCCATTGG
ACTTTCTCAACAATACAGCAGGGACTCCTTTAACACTGACAACGTTTCCGAACAATGCAA
TGACTTTAATTTCTATTTTACACCAGAGTAATTTCTATTTTTAATGCTATTTTTCAATCG
TTCTCTTTCAGGGCATCAAGGCGGTGATTCTGTGCGGCCTCTTTACGGCGGTTTTGGCTG
G I K AV I L C G L F T A V L A
GCAAGTTTCGCGGCTTCGGACAGCCATTTGGAGGTCTGGGTGGTCCAGGAGGCAGTGTAG
G K F R G F G 0 P F G G L G G P G G S V
GTGTTGGTGGTGGTTTCCCCGGAGGCGGTTTAGGTGTAGGTGGTGGTCTTGGTGTAGGTG
G v 6 G G F P G GG L GV G GG GG L G V G
GCGGTCTTGGTGTAGGTGGCGGTCTTGGTGTAGGTGGCGGTCTTGGAACTGGCACAAGCG
G 6 L 6 VvV G 6L GV GG GG GG L G T G T S
ACTGCAGGTATTGGTGCAAGACTCCGGAGGGTCAAGCCTACTGCTGCGAGTCGGCCCACG
b ¢ R Y W C XK T P E G Q A Y C C E S A H
AACCAGAGACACCTGTTGGCACCAAGCCACTCGACTGCCCACAAGTCCGTCCCACATGCC
E p E T P V 6 T K P L D C P O V R P T C
CACGTTTCCATGGGCCCCCCACAACCTGTTCCAACGACTACAAGTGTGCTGGCCTCGATA
P R F H G P P T T C S N D Y K C A G L D
AGTGTTGCTTCGACAGGTGTTTGGGAGAACACGTGTGCAAGCCTCCCTCATTCTTCGGAT
Kk ¢ ¢ Fr DR CUL G E H V C K P P S F F G
CGCAGGTTTTCGGATGAAGAATAAGCACGAAAGAATTTGAAAGGATGAAGAGAAAGAAGA
s o VvV F G -
AAAGACCATCTGAAGAACGACCGATGTTTTGGAATTTGACTGAAAAAAGAAAGAAAAACA
GGGAATTCTTTCTTTCTGTAGGATTTATCTGATTAACATGATTTTTGTTATATGTGAATT
AGACTATTCTTCTGTCAAAAGAAACTTATAG
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B

Crustin-like Lv gene (Type IIb)

CAGTCCGTTCGTCGCAGAGCAAGGAGAAGTATTACAAAGCTGAGCGAGCAGAAGCCAACAT
TACGAGGCTATGCTTTGAGTTACCAGCTTTGGTTGTCCAACTGTTTCTTTAAAGTCATAG
AAACTCTTACCAATGATCGTGTCAATCACTAGGAGACAAAATGCTGTCCTGTGACAATTC
AAAGCTCAAATGTCACTCCATGATCTTAATTCCGCGTTCGTTTCTTCCTTGTAGATGCTG
M L
AAGTTTGTAGTATTAGCCGTTGTCGCCGTGGCCGTGGCGCACGCGCAGGATAAAGACAAG
K F V V L AV V A V A vV A H A QO D K D K
GCCGGCACTCGCTTAGGAGGAGGATTCGGGGTTCCTGGAGCCGGTGGCGTCTTCCCAGGA
A G T R L G G G F G VP G A G G V F P G
GCCGGTGGCGTCCCTGGAGTAGGTGGCGTCTTTCCTGGAGCCGGTGGCGTCTTCCCTGGA
A G G VP GV GG GV F P G A G G V F P G
GCCGGTGGTATCGGTCCTGGACCCGGCGGCCTCATCCCCGGAGGCGGATTCAACTGCAAT
A G G I G P G P G G L I P G G G F N C N
TACTGCAGGACGCCCGTCGGGTACGTCTGCTGCAAGCCCGGTAGGTGCCCTCCGGTTCGA
y ¢ R T P V G ¥ V C C K P G R C P P V R
GACGTCTGCCCGTCGACCCGCTTCGGACCCCCGGTCTGCCGCCAGGACCTGGACTGCTCC
p v c¢c P S TR F G P P V C R O D L D C S
GGCTCCGACAAGTGCTGCTATGACGTCTGCCTGGAAGACACAGTCTGCAAACCCATCGTG
G s b K CcCc¢cy Db v ¢c L D T V C K P I V
GCAGGTTCTCAGGGATAAGCCTGCATGTGAAACTTATCAAGCCTTCGTTATCAAATAAAT
A G S O G -
GCTATAACTGTTAATTGTAAAT
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Figure S2. Genomic nucleotide and deduced amino acid sequences of Type Ila Crustin Lv (A) and Type IIb
Crustin-like Lv (B). The predicted signal peptides are in bold and underlined. The exon and intron sequences are

shown in black and grey, respectively. A dash (-) marks the stop codon.
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RESULTADOS

CAPITULO 2

As crustinas representam a maior e mais diversa familia de AMPs em crustaceos
decépodes (SMITH; DYRYNDA, 2015). A plasticidade estrutural das crustinas parece refletir
uma incrivel adaptacdo dos organismos a sobreviver em ambientes com diferentes
composi¢des microbianas e sugere uma importancia fundamental nas respostas de defesa e/ou
no controle de processos fisiologicos, como regulagdo das cascatas proteoliticas.
Considerando a surpreendente diversidade das crustinas, foi concebida a hipdtese de que essa
familia de AMPs ¢ igualmente diversa em L. vannamei, ainda que os poucos relatos descritos
na literatura subestimem seu real repertdrio. De fato, um vasto nimero de sequéncias
nucleotidicas e aminoacidicas correspondentes a “crustinas” encontra-se disponivel em
bancos de dados publicos (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/search/all/?term=crustin) das quais
atualmente pouco mais de 10% correspondem a sequéncias de L. vannamei. Neste capitulo, a
diversidade de sequéncias de crustinas em L. vannamei foi dimensionada visitando

sistematicamente seu recém-sequenciado genoma (ZHANG et al., 2019).
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1. Introducio

As crustinas sdao reconhecidas como a maior e mais diversa familia de
peptideos/polipeptideos antimicrobianos (AMPs) de crustaceos (SMITH; DYRYNDA, 2015).
Elas foram originalmente purificadas a partir dos hemdcitos do caranguejo Carcinus maenas
como um peptideo antibacteriano cationico de 11,5 kDa com atividade especifica contra
bactérias Gram-positivas marinhas ou tolerantes ao sal (RELF er al, 1999). Apds a
identificacao de sequéncias homologas em camardes peneideos (BARTLETT et al., 2002), o
termo crustina foi empregado para nomear essa familia de AMPs que se encontra amplamente
distribuida em crustaceos (decapodes, anfipodes e isopodes) e até mesmo em alguns insetos
(SMITH; DYRYNDA, 2015). As crustinas sdo sintetizadas como precursores compostos por
uma sequéncia sinal seguida por um peptideo/polipeptideo maduro, geralmente catidnico, rico
em residuos de cisteina e contendo um dominio WAP (do inglés, Whey Acidic Protein) na
regido C-terminal. O dominio WAP ¢ usualmente formado por 50 residuos aminoacidicos que
contém oito residuos conservados de cisteina engajados em quatro ligacdes dissulfeto. Esse
arranjo tridimensional, descrito como um “ntcleo com quatro ligagdes dissulfeto” (do inglés,
four-disulfide core ou 4DSC), ¢ igualmente encontrado em outras proteinas que
desempenham diferentes funcdes biologicas, desde inibicdo da protease até diferenciagdo
tecidual (SMITH, 2011). Notavelmente, esse dominio ¢ considerado essencial para a atividade
das crustinas, uma vez que sequéncias contendo dominios WAP incompletos exibem funcdes
antimicrobianas comprometidas (ZHANG et al., 2007).

Apesar da ocorréncia sistematica do dominio WAP C-terminal, a regido N-terminal
das crustinas ¢ variavel em termos de tamanho e composi¢do aminoacidica. De fato, com base
na presenca/auséncia de dominios estruturais especificos nessa regido as crustinas de
crustaceos sdo agrupadas em quatro grupos, referidos como Tipos [ a IV (SMITH, 2011). As
crustinas do Tipo I sdo filogeneticamente mais relacionadas ao peptideo antibacteriano de
11,5 kDa, posteriormente denominado ‘“carcinina”, e sdo frequentemente encontradas em
decapodes da subordem Pleocyemata (lagostins, camardes de dgua doce, caranguejos, lagostas
etc) (SMITH; DYRYNDA, 2015). Os membros do Tipo I sdo geralmente referidos como
“carcininas” e sdo compostos por um peptideo sinal seguido por um peptideo maduro
contendo 12 residuos conservados de cisteina. As crustinas do Tipo II, por outro lado,
possuem uma regido hidrofobica N-terminal adicional enriquecida em residuos de glicina a
montante dos 12 residuos de cisteina igualmente encontrados entre as crustinas do Tipo .
Essas crustinas ricas em glicina sdo descritas principalmente em camardes peneideos

(subordem Dendrobranchiata) e sao divididas em dois subtipos, Tipo Ila (“crustins) e Tipo
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IIb (“crustin-like”). Os Tipos III e IV, em contrapartida, sio compostos apenas por um e dois
dominios WAP, respectivamente. Vale ressaltar que apenas as crustinas dos Tipos I e II
possuem um auténtico arranjo estrutural contendo 12 residuos de cisteina, o qual inclui quatro
residuos de cisteina conservados (regido cys-rich) seguidos pelas oito cisteinas que compdem
o dominio WAP, formando o entdo chamado “dominio crustina” (BARRETO et al., 2018;
ZHAO; WANG, 2008).

Peptideos antimicrobianos em camardes peneideos sdo usualmente codificados por
familias multigé€nicas, tal como observado para as peneidinas, (O’LEARY; GROSS, 2006), os
fatores anti-lipopolissacarideos (ALFs) (MATOS et al., 2018) e as stylicinas (FARIAS et al.,
2019). Essas familias s3o comuns em abrigar multiplas copias de genes paralogos gerados por
eventos sucessivos de duplicagdo. Eventos de duplicacdo génica representam um importante
mecanismo para diversificagdo molecular, uma vez que os genes duplicados estdo sujeitos as
diversas pressdes evolutivas como entidades independentes e podem seguir destinos
funcionais distintos, resultando em variagdes fenotipicas e fornecendo, possivelmente,
melhorias no fitness do hospedeiro (WANG et al., 2020). No entanto, embora a diversidade
de AMPs codificados por genes em camardes seja associada a expansdo génica por paralogia,
ndo ha relatos na literatura relativos a possibilidade de a diversidade de crustinas ser um
produto de mecanismos genéticos semelhantes. De fato, considerando que a duplicagao de
genes parece ser um processo comum que impulsiona a diversificacio de AMP, ¢ razoavel
admitir que tal diversidade na familia das crustinas resulte de eventos andlogos no genoma do
camardo. Atualmente, com a grande expansdo das ciéncias “Omicas”, tornou-se possivel a
realizagdo de buscas ao longo de genomas inteiros, bem como o acesso a uma diversidade
genética inteiramente inexplorada de familias de AMP de crusticeos por meio de abordagens
in silico.

A publicacdo recente do genoma de L. vannamei (ZHANG et al., 2019) permitiu
estimar a diversidade genética de crustinas em camardes peneideos através da realizagcdo de
buscas sistematicas por seus respectivos genes codificantes. Neste capitulo, andlises
filogenéticas robustas realizadas com o repertério completo de crustinas de L. vannamei
mostraram uma vasta diversidade em nivel gendmico, especialmente para as crustinas Tipo IL.
Além disso, os resultados das andlises in silico demonstraram uma intensa expansdao de
crustinas em L. vannamei, apontando para a existéncia de novos membros da familia. A
caracterizacdo da diversidade genética de AMPs em camardes fornece novos insights sobre a

evolucdo molecular de efetores imunes em crustaceos em nivel gendmico e expande o
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repertorio de peptideos antimicrobianos codificados por genes com potencial terapéutico para

o futuro desenvolvimento de drogas para a saide humana e animal.

2. Materiais e Métodos

A metodologia deste artigo encontra-se detalhada na se¢do IV da tese.

3. Resultados e Discussao

3.1. Descricao geral do repertorio molecular das crustinas de L. vannamei

Sequéncias de crustinas foram prospectadas a partir de um universo de 33.260
sequéncias aminoacidicas preditas do genoma de L. vannamei que se encontra atualmente
fracionado em 4.683 scaffolds gendmicos. As buscas levaram a identificacdo de pelo menos
61 crustinas cujos genes codificantes foram distribuidos em 25 scaffolds genomicos (Figura
12, Quadro 1). Dessas, 20 sequéncias foram compostas por um peptideo sinal seguido de um
dominio cys-rich e um dominio WAP (10 scaffolds); 33 apresentaram um peptideo sinal
seguido por dominios gly-rich e cys-rich & montante do dominio WAP (11 scaffolds) e 2
sequéncias mostraram a estrutura tipica de LvCrustin A (1 scaffold), cujo peptideo maduro foi
formado unicamente por um dominio gly-rich precedendo um dominio WAP C-terminal (LI
et al., 2018). Curiosamente, 6 sequéncias (5 scaffolds) apresentaram em sua composi¢ao
dominios estruturais alternativos aqueles classicamente previstos nos atuais sistemas de
classificagdo das crustinas ou portaram variagdes no dominio crustina em virtude de
polimorfismos no nimero de residuos de cisteina (Quadro 1). Dentre os 61 genes
recuperados, 6 foram associados a mais de um transcrito (e.g., LOCI113811778,
LOC113814028, LOC113801821, LOC113801828, LOC113801837 ¢ LOC113802945), o
que sugere a possivel existéncia de /oci multialélicos ou mesmo o resultado de eventuais erros
de montagem dos transcritos. No entanto, para o estabelecimento de um repertoério molecular
nao redundante, as multiplas sequéncias vinculadas a um mesmo gene foram colapsadas em
uma Unica sequéncia representativa.

As buscas levaram, ainda, a identificagdo de 5 crustinas do Tipo III (SWD) e de 1
crustina do Tipo IV (DWD), segundo os critérios estabelecidos por Smith e colaboradores
(2011). No entanto, o presente trabalho dialoga igualmente com o sistema de classifica¢dao
proposto por Zhao & Wang (2008), o qual desconsidera as SWD e DWD como crustinas
verdadeiras em virtude da auséncia de um auténtico dominio crustina. Por essa razao, essas

sequéncias foram manualmente descartadas das analises.
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Figura 12. Alinhamento aminoacidico da regido referente ao “dominio crustina” das crustinas
identificadas em L. vannamei.
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As sequéncias aminoacidicas das regides conservadas entre as 61 crustinas recuperadas foram alinhadas
utilizando o software MAFFT v.7. Os niimeros a esquerda representam os identificadores das sequéncias
aminoacidicas. Os residuos conservados na maioria das sequéncias estdo destacados em preto e os residuos de
cisteina componentes do dominio crustina estdo indicados com o simbolo V. Os hifens (-) representam gaps ¢ a
linha vermelha situa 0 dominio WAP C-terminal. A sequéncia XP_027221810.1 que contém multiplos dominios
crustina estd evidenciada em vermelho. Os multiplos dominios crustina estdo indicados com os niimeros em
colchetes. A régua acima indica a posicao relativa dos residuos aminoacidicos.



85

Quadro 1. Repertorio completo de crustinas recuperadas no proteoma predito de L.

vannamei. Continua
Dominios estruturais | ID proteina ID locus scaffold Referéncia
0 BB | xP 027219667.1 | LOC113811998 | LVANSscaffold 1143 Li et al., 2020
B0 BB | xP 027219905.1 | LOC113812245 | LVANSscaffold 1143 Li et al., 2020
BB BB | xP 027209751.1 | LOC113803231 | LVANSscaffold 1400 Li et al., 2020
B B | xP 027212735.1 | LOC113805871 | LVANSscaffold 1678 Li et al., 2020
B B | xP 027212782.1 | LOC113805910 | LVANSscaffold 1678 Li et al., 2020
0 BB | XP 027219394.1 | LOC113811778 | LVANSscaffold 2260 Li et al., 2020
B0 B | xP 027221901.1 | LOC113814028 | LVANSscaffold 2487 Li et al., 2020
B BB | xP 027238377.1 | LOC113829403 | LVANSscaffold 597 Li et al., 2020
B0 BB | xP 027219918.1 | LOC113812253 | LVANSscaffold 1143 Li et al., 2020
B0 B | XP 027235281.1 | LOC113826552 | LVANscaffold 1034 Este trabalho
B0 @B | P 027220026.1 | LOC113812348 | LVANscaffold 1143 Este trabalho
B0 BB | xP 027210312.1 | LOC113803699 | LVANscaffold 1454 Este trabalho
B0 BB | xP 027210313.1 | LOC113803700 | LVANSscaffold 1454 Este trabalho
B0 BB | xP 027211690.1 | LOC113804968 | LVANSscaffold 1584 Este trabalho
B0 BB | xP 027211691.1 | LOC113804971 | LVANSscaffold 1584 Este trabalho
B0 B | XP 027211692.1 | LOC113804972 | LVANSscaffold 1584 Este trabalho
B0 BB | xP 027211693.1 | LOC113804973 | LVANSscaffold 1584 Este trabalho
B B | xP _027208057.1 | LOC113801827 | LVANSscaffold 887 Este trabalho
0 BB | xP 027208058.1 | LOC113801828 | LVANSscaffold 887 Este trabalho
0 BB | xP 027208060.1 | LOC113801830 | LVANSscaffold 887 Este trabalho
0 0 B | XP 027213162.1 | LOC113806236 | LVANscaffold 1709 Li et al., 2020
0 B BB | XP 027222512.1 | LOC113814664 | LVANscaffold 2550 Li et al., 2020
0 0 Bl | XP 027227947.1 | LOC113819912 | LVANSscaffold 3068 Li et al., 2020
0 B BB | xP 027235850.1 | LOC113827151 | LVANSscaffold 1288 Li et al., 2020
0 B B | XP 027235862.1 | LOC113827160 | LVANSscaffold 1288 Li et al., 2020
0 D Bl | xP 027235946.1 | LOC113827248 | LVANSscaffold 1288 Li et al., 2020
(0 0 BB | XP 027208065.1 | LOC113801837 | LVANscaffold 888 Li et al., 2020
0 B B | xP 027227946.1 | LOC113819911 | LVANSscaffold 3068 Li et al., 2020
00 0 BB | xP 027208049.1 | LOC113801818 | LVANSscaffold 887 Li et al., 2020
0 B B | XP 027209444.1 | LOC113802951 | LVANSscaffold 1361 Lietal., 2019

(0 0 B | XP_027224107.1 | LOC113816267 | LVANscaffold 2687 | Barreto et al., 2018

0 B B | XP 027208055.1 | LOC113801825 | LVANSscaffold 887 | Bartlett et al., 2002
0 0 BB | XP 027209440.1 | LOC113802947 | LVANSscaffold 1361 Este trabalho
0 0 B | XP 027209441.1 | LOC113802948 | LVANSscaffold 1361 Este trabalho
0 D B | XP _027209442.1 | LOC113802949 | LVANSscaffold 1361 Este trabalho
0 B B | XP 027209443.1 | LOC113802950 | LVANSscaffold 1361 Este trabalho
0 B B | XP 027209457.1 | LOC113802959 | LVANSscaffold 1361 Este trabalho
0 0 Bl | XP 027209458.1 | LOC113802960 | LVANSscaffold 1361 Este trabalho
0 B B | XP 027209460.1 | LOC113802961 | LVANSscaffold 1361 Este trabalho
00 0 B | XP 027209461.1 | LOC113802962 | LVANSscaffold 1361 Este trabalho
0 B B | XP 027215342.1 | LOC113808202 | LVANSscaffold 1889 Este trabalho
0 B B | XP 027238759.1 | LOC113829784 | LVANSscaffold 634 Este trabalho
00 B BB | xP 027208047.1 | LOC113801814 | LVANSscaffold 887 Este trabalho
(0 B B | xP 027213323.1 | LOC113806391 | LVANSscaffold 1095 Este trabalho
(0 0 Bl | XP 027209419.1 | LOC113802945 | LVANSscaffold 1361 Este trabalho
(0 0 BB | xP _027208048.1 | LOC113801817 | LVANscaffold 887 Este trabalho
(0 0 BB | xP_027208050.1 | LOC113801819 | LVANscaffold 887 Este trabalho
00 0 B | XP 027208051.1 | LOC113801820 | LVANscaffold 887 Este trabalho
(00 0 B | xP 027208052.1 | LOC113801821 | LVANscaffold 887 Este trabalho




Conclusdo
Dominios estruturais | ID proteina ID locus scaffold Referéncia
(00 0 B | XP 027208054.1 | LOC113801823 | LVANscaffold 887 Este trabalho
0 0 B | XP 027208056.1 | LOC113801826 | LVANSscaffold 887 Este trabalho
0 0 B | XP 027208062.1 | LOC113801832 | LVANSscaffold 888 Este trabalho
00 D B | XP 027208063.1 | LOC113801833 | LVANscaffold 888 Este trabalho
[ ] | XP _027229424.1 | LOC113821158 | LVANSscaffold 3186 Lietal., 2017
[ 1 ] XP 027229425.1 | LOC113821159 | LVANSscaffold 3186 Este trabalho
[ J ] XP_027213436.1 | LOC113806493 | LVANSscaffold 1736 Este trabalho
[ @ XP_027220913.1 | LOC113813163 | LVANSscaffold 2401 Lietal., 2020
BB 0 BB | XP 027227939.1 | LOC113819904 | LVANscaffold 3068 Este trabalho
B0 D B | XP_027227949.1 | LOC113819914 | LVANscaffold 3068 |  Este trabalho
BB BB | XP 027236662.1 | LOC113827916 | LVANscaffold 4539 |  Lietal., 2020
ENES S Es seEs smes| XP 027221810.1 | LOC113813930 | LVANscaffold 2478 Este trabalho
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@9 Dominio Gly-rich
B Dominio Cys-rich
@ Dominio WAP

Dominio Estruturais Alternativos

Os dominios estruturais presentes no peptideo maduro das crustinas identificadas foram representados
esquematicamente na primeira coluna. O dominio crustina esta representado pelos blocos em azul claro (dominio
cys-rich) e em cinza (dominio WAP). O dominio gly-rich estd representado pelo bloco em laranja. Dominios
estruturais alternativos que foram identificados entre as sequéncias, mas que ndo foram descritos no atual
sistema de classificag@o foram representados em cores distintas (beje, azul escuro, verde e vermelho). A linha em
amarelo no dominio WAP da sequéncia XP_027236662.1 representa a presenga de dois residuos de cisteina
adicionais. A coluna REFERENCIA indica os trabalhos onde as sequéncias obtidas foram primeiramente
descritas.

A exploracao sistematica no proteoma predito de L. vannamei revelou uma
surpreendente abundincia de crustinas, que mostrou ser ainda maior do que aquela
previamente descrita para essa espécie. De fato, apenas quatro crustinas haviam sido descritas
em L. vannamei, a saber: as crustinas dos Tipos Ila e IIb e as LvCrustin A e LvCrustin B
(BARRETO et al., 2018; BARTLETT et al., 2002; LI et al., 2018, 2019). No entanto, em um
trabalho recente, Li e colaboradores (2020) descreveram 20 novas crustinas em L. vannamei,
incluindo sequéncias que foram descritas como membros dos Tipos 1 e II. No presente
trabalho, todas as crustinas previamente reportadas nessa espécie foram identificadas, além de
outros 37 genes que ndo foram, até o momento, descritos em camardes peneideos.

A identificacdo de pelo menos 61 crustinas a partir das buscas pelo genoma
demonstrou objetivamente a suma contribuicdo das ciéncias Omicas para a exploracdo da
diversidade molecular de peptideos antimicrobianos e sua relevancia na descoberta de novas
moléculas capazes de serem futuramente utilizadas para aplicagdo biotecnologica. Além
disso, o vasto repertorio reconhecido em L. vannamei sugere uma importante participacao das
crustinas nas respostas de defesa em camardes peneideos e pressupde a ocorréncia de

possiveis eventos de expansdo génica dirigidos por pressdes evolutivas diversas em dire¢do a
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forma¢ao de um arsenal imunologico abundante e capaz de lidar com a ampla comunidade

microbiana dispersa no ambiente.

3.2. Identificacio e caracterizacao das crustinas do Tipo 11

3.2.1. As crustinas do Tipo II sdo diversas e constituidas por multiplos grupos

Pelo menos 33 sequéncias aminoacidicas correspondentes a crustinas do Tipo II
foram identificadas a partir do proteoma predito de L. vannamei, de acordo com os critérios
estabelecidos por Smith e colaboradores (2008). De fato, todas as sequéncias recuperadas
apresentaram uma arquitetura molecular consistente com o Tipo II, incluindo a presenca de
um dominio hidrofébico amino-terminal rico em residuos de glicina precedendo um dominio
crustina conservado na regido C-terminal (Figura 13). Além disso, foram identificadas 2
sequéncias que apresentaram um dominio gly-rich tipico das crustinas do Tipo II, mas que
foram ausentes do caracteristico modulo cys-rich. Essa arquitetura molecular foi previamente
descrita em uma crustina de L. vannamei (LvCrustin A) cujas reconstrugdes filogenéticas
mostram uma relacdo evolutiva proxima com as auténticas crustinas do Tipo II (LI et al.,
2018). Nesse sentido, as buscas in silico levaram a identificacdo de 35 genes codificantes de

crustinas do Tipo Il em L. vannamei (Figura 13).
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13. Alinhamento das crustinas do Tipo II identificadas em L. vannamei.

Regido Gly-Rich
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Regido Regido .
Gly-Rich Cys-Rich Dominio WAP
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As sequéncias aminoacidicas correspondentes as crustinas do Tipo II fora
MAFFT v.7 e os dominios estruturais tipicos foram assinalados. Os residuos aminoacidicos conservados estdo
destacados em preto. O simbolo ¥ indica os residuos conservados de cisteina.
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A fim de investigar a diversidade molecular subjacente as crustinas do Tipo I, os 35
genes foram sistematicamente organizados em grupos definidos em fungdo da identidade
aminoacidica de seus produtos proteicos. Esse modo de agrupamento utilizando a identidade
aminoacidica como critério de sele¢do foi aplicado no intuito de trazer validade filogenética
aos grupos identificados, uma vez que a conservacdo aminoacidica no peptideo maduro reflete
indiretamente a distdncia evolutiva entre seus respectivos genes codificantes. Assim,
sequéncias com identidade igual ou superior a 70% na regido referente ao dominio crustina
foram reunidas em um mesmo grupo, enquanto que sequéncias somando mais de 30% de
diferenca nessa regido foram separadas em grupos distintos. As andlises comparativas
revelaram a existéncia de pelo menos 12 crustinas do Tipo Il em L. vannamei (Grupos 1 — 12)
(Figura 14). O grupo 1 reuniu as auténticas crustinas do Tipo Ila (Crustin Lv) e foi formado
por 13 genes, enquanto que o grupo 2 foi constituido por 11 genes que codificaram LvCrustin
B, uma auténtica crustina do Tipo II recentemente descrita em L. vannamei (LI et al., 2019).
O grupo 3 foi representado por um Unico gene codificante de crustinas do Tipo IIb (Crustin-
like Lv) e o grupo 4 foi também constituido por um Unico gene que codificou um provavel
ortblogo de crustinPm5, descrita apenas no camardo asiatico P. monodon
(VATANAVICHARN et al., 2009). O grupo 11 mostrou codificar a LvCrustin A, portadoras
do tipico dominio gly-rich, mas que sdo ausentes do modulo cys-rich (LI et al., 2018). Todos
os genes dos grupos 1 a 4, juntamente com o grupo 11, codificaram crustinas previamente
descritas em L. vannamei, em detrimento dos demais grupos que codificaram crustinas

inéditas nessa espécie (Tabela 2).



Figura 14. Grupos de crustinas do Tipo II reconhecidos em L. vannamei.
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Grupo 1
(Tipo IIa)

Grupo 2
(LvCrustin B)

Grupo 3 (Tipo IIb)

Grupo 4 (crustinPms5)
Grupo 5

Grupo 6

Grupo 7

Grupo 8

Grupo 9

Grupo 10

Grupo 11 (LvCrustin A)

Grupo 12

Alinhamento aminoacidico das regides conservadas de crustinas do Tipo II presentes em L. vannamei. Os residuos aminoacidicos conservados estdo destacados em preto e os
residuos de cisteina estdo indicados com o simbolo ¥ . Os numeros a esquerda representam os numeros de acesso das sequéncias e a régua acima indica a posigdo relativa dos
residuos aminoacidicos. A linha vermelha evidencia o dominio WAP.
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Tabela 2. Lista de sequéncias homologas as crustinas do Tipo II identificadas em L.
vannamei ¢ em diferentes espécies de camardes peneideos.

Grupo Homdlogos Espécie Identidade (%) Tipo
crusFpau F. paulensis
crustinPm6 P. monodon 0 IIa
! crustinPm?2 P. monodon 82-100% (Crustin Lv)
GGLHO01008401.1 P. monodon
LvCrustin B L. vannamei .
2 GGLH01076154.1  P. monodon 100% LvCrustin B
Crustin-like Lv L. vannamei
crustinPm7 P. monodon b
3 CruFc F. chinensis 74-100% (Crustin-like Lv)
Ficrustin F. indicus
MjCrustin-like M. japonicus
4 crustinPm5 P. monodon 95% crustinPm5
GEUA01090612.1 F. aztecus
> GGLH01067064.1  P. monodon 83-99% nd
6 GGLHO01085808.1 P. monodon 94% nd
7 GGLHO01051266.1 P. monodon 77% nd
8 GGLHO01080784.1 P. monodon 94% nd
9 GGLHO01074537.1 P. monodon 94% nd
10 GGLH01094071.1 P. monodon 88% nd
11 LvCrustin A L. vannamei 100% LvCrustin A
12 GGLH01096483.1 P. monodon 71% nd

nd: ndo descrito.

Para validar a existéncia das crustinas identificadas, buscas pelos seus respectivos
transcritos codificantes foram realizadas em bancos transcritomicos (repositorios TSA e EST)
de L. vannamei. As buscas utilizando o algoritmo tBLASTn confirmaram sua existéncia a
partir da identificacdo de transcritos correspondentes com altos valores de identidade (> 90%)
e confiabilidade estatistica (e-value < 10>*) (Quadro 2). Curiosamente, nem todas as
crustinas do Tipo II apresentaram transcritos correspondentes cujos produtos proteicos
expuseram 100% de identidade aminoacidica. Isso ocorreu devido a ocorréncia de

polimorfismos nas sequéncias, refletindo, portanto a existéncia de variabilidade

intraespecifica.
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Quadro 2. Validagao in silico das crustinas do Tipo II reconhecidas em L. vannamei.

Crustinas do Tipo IT Validacdo em bancos transcriptémicos

Grupo ID proteina ID locus id scaffold GenBank e-value | Identidade
XP_027208047.1 | LOC113801814 | LVANSscaffold_887
XP_027208048.1 | LOC113801817 | LVANSscaffold_887
XP_027208049.1 | LOC113801818 | LVANscaffold 887
XP_027208050.1 | LOC113801819 | LVANSscaffold_887
XP_027208051.1 | LOC113801820 | LVANscaffold 887
XP_027208052.1 | LOC113801821 | LVANscaffold 887
Grupo 1 XP_027208054.1 | LOC113801823 | LVANSscaffold_887
XP_027208055.1 | LOC113801825 | LVANscaffold 887
XP_027208056.1 | LOC113801826 | LVANscaffold_ 887
XP_027208062.1 | LOC113801832 | LVANSscaffold_888
XP_027208063.1 | LOC113801833 | LVANscaffold_ 888
XP_027208065.1 | LOC113801837 | LVANscaffold_888
XP_027222512.1 | LOC113814664 | LVANscaffold 2550 | GHXV01034453.1 | 2,96E-54 97,6%
XP_027209419.1 | LOC113802945 | LVANscaffold 1361
XP_027209440.1 | LOC113802947 | LVANscaffold 1361
XP_027209441.1 | LOC113802948 | LVANscaffold 1361
XP_027209442.1 | LOC113802949 | LVANSscaffold 1361
XP_027209443.1 | LOC113802950 | LVANscaffold_1361
Grupo 2 XP_027209444.1 | LOC113802951 | LVANscaffold 1361
XP_027209458.1 | LOC113802960 | LVANscaffold_1361
XP_027209460.1 | LOC113802961 | LVANscaffold 1361
XP_027209461.1 | LOC113802962 | LVANscaffold 1361
XP_027238759.1 | LOC113829784 | LVANSscaffold_634
XP_027209457.1 | LOC113802959 | LVANscaffold 1361 | GFRP01001743.1 | 5,07E-52 100%
Grupo 3 XP_027224107.1 | LOC113816267 | LVANscaffold 2687 | GHXV01014204.1 | 1,10E-44 100%
Grupo4 | XP_027227947.1 | LOC113819912 | LVANSscaffold 3068 | GGKO01020259.1 | 1,04E-83 98,2%
XP_027235862.1 | LOC113827160 | LVANscaffold 1288 | GFRP01026156.1 | 5,14E-39 98,8%
XP_027235946.1 | LOC113827248 | LVANscaffold 1288 | GFRP01034019.1 | 2,75E-37 96,4%
Grupo 6 XP_027235850.1 | LOC113827151 | LVANscaffold 1288 | GFRP01042820.1 | 3,97E-24 100%
Grupo 7 XP_027227946.1 | LOC113819911 | LVANscaffold 3068 | GDTK01009760.1 | 5,46E-68 99%

Grupo 8 XP_027215342.1 | LOC113808202 | LVANscaffold 1889 | GFRP01042651.1 | 1,40E-52 97,5%
Grupo 9 XP_027213323.1 | LOC113806391 | LVANscaffold 1095 | GGQV01093230.1 | 7,97E-69 91,2%
Grupo 10 | XP_027213162.1 | LOC113806236 | LVANSscaffold 1709 | GGQV01117632.1 | 2,27E-56 98%

Grupo 11 | XP_027229424.1 | LOC113821158 | LVANSscaffold 3186 | GGQV01050848.1 | 4,37E-64 95,3%
Grupo 12 | XP_027209425.1 | LOC113821159 | LVANSscaffold 3186 | GGKO01020613.1 | 2,44E-56 100%

GGKO01017164.1 | 4,96E-59 100%

GGKO01020613.1 | 4,03E-56 100%

Grupo 5

3.2.2. Crustinas do Tipo II experimentaram uma ampla diversificacio em

camaroées peneideos

Com o intuito de confirmar a identidade filogenética dos grupos identificados e
compreender as relacdes evolutivas existentes entre eles, as sequéncias foram analisadas e
comparadas com varias crustinas (Tipos I a IV) de crustaceos decipodes através de
reconstrugdes filogenéticas, incluindo os provaveis ortdlogos recuperados em camardes
peneideos (Tabela 2). Sequéncias referentes as crustinas dos Tipos III e IV foram utilizadas
como grupo externo a arvore. De acordo com o cladograma, as crustinas identificadas em L.
vannamei mostraram origens evolutivas comuns e foram agrupadas em um unico clado

correspondente ao Tipo II (Figura 15). Ademais, as reconstrucdes filogenéticas revelaram
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uma extensa diversificacdo genética, tal como evidenciado pela esparsa distribui¢do dos
clados, sugerindo que essas crustinas experimentaram uma explosdo de diversidade que
remonta, pelo menos, aos ancestrais da familia Penaeidae. Dentre os sete genes codificantes
de crustinas inéditas em camardes peneideos, apenas um (i.e., LOC113819911) apresentou
relacdes filogenéticas proximas com uma crustina previamente descrita na literatura
(crustinPm5) (VATANAVICHARN et al., 2009). Curiosamente, embora tenha apresentado
uma arquitetura molecular similar a LvCrustin A, sendo igualmente desprovida do modulo
cys-rich, a crustina pertencente ao grupo 12 (XP_027209425.1) foi clusterizada em um clado
separado, indicando que a perda desse mdédulo amino-terminal pode ter acontecido duas vezes

de maneira independente no curso evolutivo e tenha, possivelmente, um valor adaptativo.

Figura 15. Arvore filogenética das crustinas do Tipo II de camardes peneideos.
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As sequéncias aminoacidicas correspondentes as regides conservadas foram alinhadas e analisadas
filogeneticamente através do método Maximum Likelihood com 1.000 replicatas utilizando o modelo WAG
(G+I). Os clados correspondentes as crustinas do Tipo II descritas em L. vannamei estdo evidenciados em cores
distintas. As esferas pretas destacam os genes recuperados a partir das buscas. Sol: Scylla olivacea; Spar: S.
paramamosain;, Cfer: Charybdis feriata; Cmae: C. maenas, Pm/Pmon: P. monodon; Lv: L. vannamei; Ls: L.
setyferus; Lsch: L. schmitti; Fsub: F. subtilis; Fpau: F. paulensis; Fbra: F. brasiliensis; Fc/Fchi: F. chinensis;
Mj: M. japonicus; Fpen: F. penicillatus; Fazt. F. aztecus; Fi: F. indicus.
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Uma importante informagao provida pelas reconstrucdes filogenéticas foi que o Tipo
ITa, definido em funcdo da presenga de uma assinatura molecular conservada (vide Capitulo
1), representa um grupo polifilético, uma vez que inclui dois grupos de crustinas do Tipo II
(crustins e crustinPmS5) cujos genes codificantes ndo compartilham um ancestral comum
imediato. E fato que a proposicdo da assinatura molecular conservada descrita no Capitulo 1
para as crustinas do Tipo Ila baseou-se nas sequéncias disponiveis a época que mostraram
consistentemente a formacao de um grupo monofilético solido a partir de sequéncias de
diferentes origens (BARRETO et al., 2018). No entanto, a exploragdo de crustinas no genoma
de L. vannamei e a concomitante descoberta de novos representantes demonstraram que a
diversidade de crustinas do Tipo II em camardes peneideos supera aquela previamente
descrita e, por isso, ressalta a necessidade de uma reformulagdo das assinaturas moleculares
para abarcar a real diversidade molecular dessas crustinas.

Outra informac¢ao revelada a partir das buscas e analises filogenéticas foi que a
maioria dos grupos identificados foi formada por um unico gene, em detrimento dos grupos 1
(Tipo Ila) e 2 (LvCrustin B) que representaram os dois maiores grupos em L. vannamei,
formados por 13 e 11 genes, respectivamente. A presenca de multiplas copias génicas em
apenas dois dos doze grupos identificados levanta questdes sobre a dinamica evolutiva das
crustinas do Tipo II em camardes peneideos e sugere uma provavel expansao génica “grupo-
especifica” derivada de sucessivos eventos de duplica¢do, possivelmente associados a
pressdes seletivas para manutencdo de multiplas copias. Indicios da expansdo génica dos
grupos 1 e 2 sdo suportados pela distribui¢do topologica dos seus genes codificantes no
genoma de L. vannamei, os quais localizam-se adjacentes uns aos outros formando densos
clusters génicos (i.e., regides contendo varias copias de genes similares) (Figura 16).

De fato, nove dentre os treze genes codificantes de crustinas do grupo 1 estdo
situados no mesmo scaffold gendmico (LVANscaffold 887) e residem em posicdes vizinhas,
enquanto que trés genes estdo distribuidos de maneira similar no scaffold LV ANscaffold 888
(Figura 16A). Analogamente, dez dos onze genes codificantes de crustinas do grupo 2 estdo
situados lado a lado em um scaffold gendomico comum (LVANSscaffold 1361), enquanto que
um Unico gene (LOC113829784) reside separadamente em um scaffold gendmico individual
(LVANSscaffold 634) (Figura 16B). Eventos de duplicagdo sdo comuns em gerar copias
génicas vizinhas, no qual um gene ou uma regiao contendo um ou mais genes sao duplicados
durante a meiose devido a um desalinhamento das regides homodlogas nas cromatides-irmas.
Como consequéncia, tem-se a formagdo de clusters génicos que podem conter dezenas de

genes repetidos e que se tornam sujeitos individualmente as pressdes seletivas do ambiente,
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representando, portanto, uma importante fonte de diversificagdo molecular (FREELING,

2009).

Figura 16. Distribui¢do topoldgica dos genes codificantes de crustinas dos grupos 1 e 2 no
genoma de L. vannamei.
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Os genes codificantes de crustinas dos grupos 1 e 2 foram manualmente coletados a partir do genoma de L.
vannamei ¢ analisados quanto a sua distribuigdo topoldgica. (A) Genes codificantes de grupo 1. (B) Genes

codificantes do grupo 2. As linhas representam os scaffolds gendmicos. As setas apontando para esquerda ou
direita representam o frame de transcri¢cdo negativo ou positivo, respectivamente.

De fato, AMPs sdo comuns em experimentar expansdes génicas € tornarem-se
familias multigénicas formadas por multiplos paralogos, embora a redundancia funcional dos
genes duplicados promova comumente um relaxamento de pressdes seletivas que os torna
permissivos ao aparecimento de eventuais mutagdes ndo sindnimas, pseudogenizacio ou até
mesmo delecdo (LAZZARO; ZASLOFF; ROLFF, 2020). O elevado numero de genes
paralogos observado entre as crustinas dos grupos 1 e 2 pode refletir a necessidade de uma
manuten¢do de altos niveis transcricionais e pressupde uma provavel importancia desses
genes na homeostase. Nesse cenario, estudos funcionais direcionados a investigacdo da sua
func¢do bioldgica sdo importantes para obter pistas sobre sua participacdo na imunidade, assim
como estudos em gendmica comparativa visando a investigagao do niumero de copias génicas
em outras espécies de camardes peneideos. A identificacdo de 12 crustinas do Tipo Il em L.
vannamei sugere, entdo, que a diversidade molecular descrita na literatura ¢ atualmente
subestimada e indica que essas crustinas representam um grupo amplo e diverso que
experimentou uma profunda expansdo génica em ancestrais da familia Penaeidae, sobretudo
em L. vannamei, cuja expansdo génica parece permanecer acontecendo e dando origem a

grupos multigénicos.
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3.2.3. As crustinas do Tipo II de camarédes sio codificadas por genes que

apresentam organizacdes genomicas diversas

Com o intuito de caracterizar a diversidade dos genes codificantes e analisar suas
organizagdes gendmicas, os loci correspondentes as crustinas do Tipo II foram manualmente
coletados a partir do genoma de L. vannamei. As analises apontaram que as crustinas do Tipo
II formam um grupo multigénico e diverso que retne pelo menos 35 genes distintos
distribuidos em 12 scaffolds gendmicos. Os genes mostraram um comprimento médio de ca. 3
kb e apresentaram organizagdes estruturais distintas no que concerne ao numero de introns e
éxons (Figura 17).

A arquitetura genOmica de crustinas do Tipo II foi previamente analisada nas
crustinas dos Tipos Ila e IIb (vide Capitulo 1). Nelas, o primeiro éxon mostrou codificar
integralmente a regido 5’ ndo traduzida (5°-UTR), enquanto que o peptideo sinal, todo o
peptideo maduro e a regido 3’ ndo traduzida (3’-UTR) mostraram ser codificados no éxon
seguinte. Esse arranjo estrutural foi também observado entre as crustinas componentes do
grupo 2 (LvCrustin B), do grupo 10 e dos grupos 11 e 12. De modo interessante, uma extensa
variedade de organizagdes estruturais foi encontrada entre as crustinas pertencentes aos
demais grupos, que incluiu desde genes compostos por dois éxons separados por um intron
até genes formados por cinco éxons, onde o dominio gly-rich mostrou estar particionado em
trés éxons distintos (Grupo 7). Em conformidade com os altos valores de identidade
aminoacidica (95%), o gene LOC113819912 (Grupo 4) apresentou a mesma organizacao
gendmica da crustinPm5 do camardo P. monodon, corroborando sua predi¢cdo enquanto gene
ortélogo em L. vannamei (Figura 17). Todos os introns foram flanqueados pelos sitios

doadores e aceptores canonicos de splicing (i.e., GT/AG).
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Figura 17. Organizacao gendmica dos genes codificantes de crustinas do Tipo II identificados
em L. vannamei.

Dominio Crustina

~
Regides Nao Peptideo
Traduzidas (UTR) J Sinal

106-2846 bp 80-1152bp 512.564 bp

33-111ph 466-688 bp 59-227 bp 295298 bp 57364 bp

. - | Grupo5e6
Grupo 1 15bp 39bp 322bp 136 bp 139bp 668 bp
36pb 140bp s220p
L] [ ] Grupo 7
109-1707 bp 144 bp 123 bp
39-78bp 667-819 bp 212bp 194 bp 234 bp
(e ] D | (e ] [ | Grupos
Grupo 2 201-2843 bp 110-4601 bp 165 bp

195 bp

111 bp
.
100by 625b]
Grupos | (27— | Grapo 10

1926 bp 196 bp 404 bp
27bp 75bp 168bp 312bp 202341 pb

Grupo 4 | m

45-130bp 98-254bp. 5621015 bp w46 pb 364 pb

[] | Grupoo
Albp 506 bp
3 N ]

42-436 pb 654-729 pb

| Grupo 11e 12

Os retangulos e as linhas pretas representam, respectivamente, os éxons (E1: éxon 1, E2: éxon 2, E3: éxon 3 E4:
éxon 4, ES: éxon 5) e os introns dos genes codificantes. O tamanho das sequéncias esta representado em pares de
bases (pb). O comprimento dos introns e éxons nao esta representado proporcionalmente.

As analises de arquitetura molecular proveram evidéncias da ocorréncia de possiveis
eventos de introniza¢do atuando sobre os genes codificantes de crustinas do Tipo II. De fato,
na maioria dos genes o moédulo gly-rich mostrou ser codificado em um tUnico éxon. No
entanto, em pelo menos quatro genes (e.g., LOCI13801833, LOCI113819912,
LOC113819911 e LOC113808202) a regido codificante desse mesmo modulo mostrou estar
particionada em diferentes éxons, sugerindo a possivel ocorréncia de eventos de intronizagao
que fracionaram essa regido em multiplas unidades independentes. Uma situac¢do similar foi
encontrada para a regido que codifica o dominio WAP, o qual se encontra normalmente
situado & jusante da regido cys-rich em um éxon comum. Aqui, cinco genes (e.g.,
LOC113819912, LOC113827160, LOC113827151, LOCI113819911 e LOC113808202)
mostraram codificar esse dominio separadamente em um ¢éxon individual, permitindo
pressupor igualmente um evento de intronizacdo que resultou no isolamento dessas duas
regides. O fracionamento de éxons em multiplas unidades codificantes representa um
mecanismo evolutivo que contribui para o aumento de diversidade molecular de familias
génicas, uma vez que os novos ¢xons formados tornam-se sujeitos a diversificagdo como
modulos independentes e permitem o surgimento de variagcdes estruturais pontuais que
alteram por¢des da proteina, mas que conservam as demais regides, levando ao eventual
surgimento de isoformas (SOREK, 2007).

Além disso, outro mecanismo para aumento de diversidade molecular associada a

existéncia de maultiplos éxons € a possibilidade da ocorréncia de splicing alternativo,
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mecanismo que torna possivel o surgimento de multiplas proteinas a partir de um tnico gene
codificante (WANG et al., 2015). Contudo, essas pressuposicdes representam especulacdes de
eventos evolutivos e exigem andlises em genOmica comparativa com outras espécies de
crustdceos para apropriada inferéncia da condicdo ancestral tornando, entdo, possivel
reconhecer se os eventos foram associados a perda ou ganho de regides intronicas capazes de

prover, finalmente, a diversidade estrutural observada entre os genes codificantes.

3.2.4. As crustinas do Tipo II sdo bioquimicamente diversas e exibem

caracteristicas moleculares contrastantes

Longe de exibirem rigorosamente uma identidade molecular tnica (i.e.,
polipeptideos precursores de natureza catidonica e anfipatica), as crustinas do Tipo II de L.
vannamei apresentaram um amplo espectro de caracteristicas fisico-quimicas. As analises in
silico mostraram que 14 sequéncias (40%) foram preditas como polipeptideos anidnicos em
pH fisiologico, em virtude de seus pontos isoelétricos tedricos (p/) inferiores a 7,0. Trés
crustinas exibiram uma carga liquida neutra (p/ 7,3-7,7), enquanto que 18 sequéncias (51,4%)
mostraram uma natureza catidnica (p/ >7,9). De maneira geral, todos os genes codificaram
precursores compostos por um peptideo sinal de tamanho (ca. 16-24 aac) e composi¢ao de
aminoacidicas variaveis seguidos por polipeptideos maduros que exibiram distintos niveis de
hidropaticidade, conforme indicado pela diversidade dos valores de GRAVY (do inglés,
Grand Average of Hydrophathicity). Além disso, os peptideos maduros diferiam
substancialmente tanto no tamanho de suas cadeias peptidicas quanto na massa molecular,
variando desde polipeptideos de 12,4 kDa contendo 147 residuos aminoacidicos até moléculas
de 33,2 kDa (362 residuos de aminoacidos) (Figura 18). A variedade de massas moleculares
observada entre as crustinas do Tipo II se deve predominantemente a diferenca no
comprimento de suas regides amino-terminais, que variaram de 49 a 280 residuos
aminoacidicos. Em conformidade com o descrito na literatura, essas regides foram compostas
por modulos hidrofébicos sequenciais ricos em residuos de glicina, como o pentapeptideo
“VGGGL” identificado entre crustinas do grupo 1 e o hexapeptideo “SPVGGI” reconhecido

entre crustinas do grupo 2 (Figura 13).
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Figura 18. Representacdo tridimensional do espectro de diversidade bioquimica entre as
crustinas do Tipo Il de L. vannamei.
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As sequéncias aminoacidicas relativas ao peptideo maduro, dominio gly-rich e dominio crustina das crustinas do
Tipo II recuperadas no proteoma de L. vannamei foram analisadas quanto as suas caracteristicas bioquimicas e
representadas graficamente em uma distribuicdo tridimensional utilizando os valores de p/ (ponto isoelétrico),
massa molecular ¢ GRAVY (Grand Average of Hydrophathicity) como eixos do grafico. Os valores de p/
indicam a carga elétrica liquida do peptideo maduro em pH fisiologico e os valores de GRAVY indicam o grau
de hidropaticidade molecular. Valores positivos de GRAVY indicam hidrofobicidade, enquanto que valores
negativos indicam hidrofilicidade. Cada ponto do grafico representa uma sequéncia aminoacidica.

Até o presente, a expressiva maioria das crustinas do Tipo II reportadas na literatura
apresenta uma natureza anfipatica e cationica (TASSANAKAJON; SOMBOONWIWAT;
AMPARYUP, 2015). No entanto, os resultados obtidos aqui revelaram que as crustinas do
Tipo II dispdem de uma extensa amplitude de caracteristicas fisico-quimicas, marcadamente
superior aquela descrita na literatura, variando desde polipeptideos anionicos hidrofilicos até
moléculas catidnicas com carater mais hidrofobico. Nessas moléculas, o dominio gly-rich
amino-terminal mostrou prover uma importante contribuicdo aos aspectos bioquimicos do
peptideo maduro, uma vez que sua plasticidade em termos de composi¢do aminoacidica se
sobrepuja aquela encontrada no dominio crustina, unidade estrutural bésica que parece

demonstrar menor permissividade a modificagdes composicionais.
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De fato, conforme mostrado na Figura 18, o espectro de caracteristicas bioquimicas,
como ponto isoelétrico tedrico, massa molecular e indice de hidropaticidade, diferiu
substancialmente entre os ambos os dominios e, embora esses dois extremos de diversidade
tenham sido reconhecidos, o dominio g/y-rich amino-terminal mostrou contribuir de maneira
mais importante para as caracteristicas bioquimicas do peptideo maduro. Nesse sentido, um
interessante rumo para estudos futuros seria investigar os aspectos funcionais dessas
moléculas visando elucidar a contribuicao individual desses dois dominios na atividade
biologica das crustinas do Tipo II. Considerando que as caracteristicas moleculares dos AMPs
regem seu espectro de atividades biologicas e que modificagdes na composi¢do aminoacidica
podem influenciar significativamente nos seus mecanismos de agdo (ZASLOFF, 2019), a
diversidade molecular reconhecida entre as crustinas do Tipo II de L. vannamei pode sugerir
uma provavel participagdo dessas moléculas em diferentes aspectos da imunidade de

camardes peneideos ou, até mesmo, em atividades alternativas a fun¢ao imune.

3.3. Identificacio e caracterizacao das crustinas do Tipo I

3.3.1. As crustinas do Tipo I de camarées sdo, também, formadas por grupos

distintos

As buscas in silico no proteoma predito de L. vannamei levaram a identificagao de 20
sequéncias aminoacidicas que apresentaram uma arquitetura molecular condizente com
crustinas do Tipo I (i.e., peptideos precursores compostos por uma sequéncia sinal seguida de
um peptideo maduro contendo uma regido cys-rich contendo quatro residuos de cisteina a
montante de um dominio WAP conservado na regido C-terminal). De maneira similar ao que
foi realizado para as crustinas do Tipo I, as sequéncias recuperadas foram organizadas em
grupos que foram definidos em funcdo da identidade aminoacidica de suas regides
conservadas, a fim de dimensionar a diversidade molecular e investigar a existéncia de
eventuais subtipos. Aqui, as sequéncias aminoacidicas que compartilharam identidades
superiores a 85% na regido referente ao dominio crustina foram reunidas em um grupo
comum, enquanto que aquelas que apresentaram composicdes singulares foram separadas em
grupos individuais. Conforme mostrado na Figura 19, as crustinas do Tipo I de L. vannamei
puderam ser organizadas em 10 grupos distintos (Grupos 1 — 10). A maioria dos grupos foi
formada por uma Unica sequéncia membro, enquanto que trés grupos (Grupo 1, Grupo 4 e
Grupo 7) foram constituidos por multiplos membros que compartilharam altas identidades

aminoacidicas (> 85%).



Figura 19. Grupos de crustinas do Tipo I identificadas em L. vannamei.
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As sequéncias aminoacidicas referentes ao peptideo maduro das crustinas do Tipo I de L. vannamei foram alinhadas utilizando o software MAFFT v.7. Os nimeros situados a
esquerda correspondem aos identificadores das sequéncias aminoacidicas correspondentes. Os residuos conservados em todas as sequéncias estdo destacados em preto,
enquanto que os residuos de cisteina componentes do dominio crustina estdo indicados pelo simbolo V. Os hifens (-) representam gaps. A régua acima das sequéncias indica

a posicdo relativa dos residuos aminoacidicos e a linha vermelha indica o dominio WAP.
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Para validar a existéncia das crustinas identificadas, buscas pelos seus respectivos
transcritos codificantes foram realizadas em bancos transcritomicos (repositorios TSA e EST)
de L. vannamei. Conforme revelado pelas buscas com o algoritmo tBLASTn, todas as
sequéncias apresentaram transcritos correspondentes com altos valores de identidade (= 70%)
e confiabilidade estatistica (e-value < 107*) (Quadro 3). Analogamente ao que foi
identificado entre as crustinas do Tipo II, algumas sequéncias ndo apresentaram transcritos
correspondentes com 100% de identidade aminoacidica entre seus produtos proteicos em
virtude de polimorfismos na estrutura primaria. Essa variabilidade intraespecifica ¢ notoria,
particularmente, entre as crustinas do grupo 5 cujos valores de identidade com transcritos

correspondentes nos bancos transcritdmicos nao ultrapassam os 75%.

Quadro 3. Validacdo in silico dos subtipos de crustinas do Tipo I reconhecidos em L.

vannamei nos bancos transcritomicos TSA e EST desta espécie.

Crustinas do Tipo I Validacdo em bancos transcriptdomicos
Grupo ID proteina ID scaffold ID locus GenBank e-value | ldentidade
XP_027220026.1 LVANSscaffold 1143 LOC113812348 GGKO01019693.1 3,84E-63 100%
Grupo 1 XP_027219905.1 LVANscaffold 1143 LOC113812245 GFRP01010583.1 2,84E-62 100%
XP_027219667.1 LVANSscaffold 1143 LOCI113811998 GHXV01084268.1 1,31E-70 100%
Grupo 2 XP_027212782.1 LVANscaffold 1678 LOC113805910 HAAWO01015442.1 1,89E-65 100%
Grupo 3 XP_027219394.1 LVANscaffold_2260 LOC113811778 GDUV01008502.1 1,22E-112 99,30%
XP_027208057.1 LVANscaffold 887 LOC113801827
Grupo 4 XP_027208058.1 LVANscaffold_887 LOC113801828 GGTO01010830.1 5,99E-71 93,70%
XP_027208060.1 LV ANscaffold 887 LOC113801830
Grupo 5 XP_027219918.1 LVANscaffold 1143 LOC113812253 GGQV01047433.1 3,95E-29 74,26%
Grupo 6 XP_027209751.1 LVANscaffold_1400 LOC113803231 GFRP01006565.1 5,38E-63 100%
XP_027235281.1 LVANSscaffold 1034 LOC113826552
XP_027210312.1 LVANscaffold_1454 LOC113803699
XP_027210313.1 LVANSscaffold 1454 LOC113803700
Grupo 7 XP_027211690.1 LVANSscaffold 1584 LOC113804968 GGQV01086552.1 1,17E-54 98,90%
XP_027211691.1 LVANSscaffold 1584 LOC113804971
XP_027211693.1 LVANSscaffold 1584 LOC113804973
XP 027212735.1 LVANscaffold 1678 LOC113805871
Grupo 8 XP_027211692.1 LVANSscaffold 1584 LOC113804972 GHXV01182119.1 4,37E-22 84,50%
Grupo 9 XP_027238377.1 LVANscaffold 597 LOC113829403 GFRP01024607.1 6,25E-74 100%
Grupo 10 XP 027221901.1 LVANscaffold 2487 LOC113814028 GGQV01109124.1 5,19E-68 100%

O repertorio de crustinas do Tipo I identificado em L. vannamei contrasta com o
modesto nimero de relatos dessas crustinas em camardes peneideos que, até o presente,
parece se restringir a apenas duas espécies (e.g., P. monodon e M. japonicus). De fato, duas
crustinas do Tipo I foram identificadas no camarao P. monodon, referidas como carcininPm1
e carcininPm?2, enquanto que cinco crustinas desse Tipo foram descritas no camarao japonés

M. japonicus (i.e., MjCru I-1/5) (DONPUDSA et al., 2014; JIANG et al., 2015; LIU et al.,
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2015). Isso vai de encontro com o que se admite na literatura, visto que as crustinas do Tipo |
(carcininas) sdo predominantemente encontradas em crustaceos pleociemados, enquanto que o
grupo majoritario de crustinas entre os camardes peneideos corresponde ao Tipo II, marcadas
pela presenca adicional de uma regido gly-rich amino-terminal (TASSANAKAJON;
SOMBOONWIWAT; AMPARYUP, 2015).

A 1identificagdo de, pelo menos, 20 crustinas do Tipo I em L. vannamei representa
uma novidade na distribuicdo taxonomica dessa familia de AMPs e oferece insights acerca da
evolugdo desse grupo particular de crustinas em crustaceos decapodes. Além disso, a vasta
diversidade de crustinas do Tipo I em camardes, outrora consideradas minoritarias € pouco
diversas em Dendrobranchiata, propde interessantes reflexdes a respeito da real diversidade
dessas crustinas em crusticeos decapodes ndo peneideos, como caranguejos, lagostas e
lagostins (Subordem Pleocyemata), nos quais a maior parte das crustinas desse Tipo foi
descrita. Os resultados obtidos ressaltam, portanto, a necessidade de estudos que visem a
exploragdo de crustinas do Tipo I em bancos gendmicos/transcritdmicos de outras espécies de
crustaceos a fim de alcangar, em ultima analise, uma ampla compreensao de sua diversidade
molecular.

Uma vez estimado o repertério de crustinas do Tipo I em L. vannamei, buscas por
sequéncias homodlogas em camardes peneideos foram realizadas, com o intuito de investigar
se essa diversidade molecular ocorre unicamente em L. vannamei ou estende-se de maneira
mais ampla pela familia Penaeidae. Os resultados obtidos a partir das buscas in silico
revelaram a existéncia de potenciais ortdlogos em pelo menos uma outra espécie de camarao
peneideo, indicando que os diferentes subtipos de crustinas do Tipo I reconhecidos em L.
vannamei estdo igualmente presentes em diferentes espécies dentro da familia (Tabela 3).
Oito dentre as 20 crustinas do Tipo I foram recentemente descritas por Li e colaboradores
(2020) ap6s uma exploracdo sistematica em transcritomas de L. vannamei, enquanto que dois
(e.g., Grupos 4 e 8) representaram crustinas do Tipo I inéditas nessa espécie. Curiosamente, a
maioria das crustinas identificadas representaram versdes em L. vannamei de crustinas
reportadas na literatura. Por exemplo, as crustinas que compuseram o grupo 1 foram ortélogas
de MjCru I-1, descrita no camarao japonés M. japonicus, enquanto que a crustina do grupo 2
foi ortéloga de MjCru 1-2 e carcininPm2, presentes em M. japonicus € P. monodon,
respectivamente. A crustina pertencente ao grupo 3 mostrou ortologia com Fc-crus3 reportada
no camardo chinés F. chinensis e aquela do grupo 5 foi ortéloga de MjCru I-3 de M.

Jjaponicus. Finalmente, o grupo 9 mostrou ortologia com duas crustinas descritas em M.



104

japonicus (MjCru 1-4) e P. monodon (carcininPm1) e o grupo 10 foi ortélogo de MjCru I-5

(Tabela 3).

Tabela 3. Lista de provaveis ortdlogos das crustinas do Tipo I identificadas em L. vannamei
em diferentes espécies de camardes peneideos.

Grupo Gene Ortélogo Espécie Identidade
LOC113812348 GGLH911239CO7.1 pP. r.nonoc.l’on 742A>
Grupo 1 LOC113812245 MjCrul-1 M. japonicus %
LOC113811998 GFRTO01014862.1 F. penicillatus 77%
GGTU01013196.1 P. longistylus 69%
carcininPm?2 P. monodon 70%
Grupo 2 LOC113805910 MjCrul-2¢ M. japonicus 70%
GFCA01032989.1 P. monodon 85%
GGTRO1011385.1 P. esculentus 80%
Grupo 3 LOCT13811778 GFRTO01011061.1 F. penicillatus 85%
Fe-crus 3° F. chinensis 75%
GGLHO01119800.1 P. monodon 85%
GHUY01006134.1 F. chinensis 92%
Grupo 4 LOCT13801830 GFRT01002739.1 F. penicillatus 96%
GGTNO01013329.1 P. merguiensis 93%
JR220004.d1 P. monodon 69%
MjCrul-3 M. japonicus 66%
Grupo 5 LOCT13812253 GFRTJO 1009453.1 F. pjerf;cillatus 70%
GIXQ01015951.1 P. merguiensis 69%
GGLHO01182894.1 P. monodon 72%
Grupo 6 LOC113803231 GHUY01006557.1 F. chinensis 69%
GGTNO01003116.1 P. merguiensis 70%
JR206254.1 P. monodon 83%
Grupo 7 LOCT13805871 GFRT01021130.1 F. penicillatus 84%
Grupo 8 LOC113804972 GGLHO01132379.1 P. monodon 76%
carcininPm1° P. monodon 86%
Grupo 9 LOC113829403 MjCrul-5 d M. japonicus 72%
GFRT01005273.1 F. penicillatus 84%
GGLHO01078363.1 P. monodon 89%
MjCrul-4 d M. japonicus 68%
Grupo 10 LOC113814028 GHUY01006495.1 F. chinensis 87%
GFRT01020362.1 F. penicillatus 85%
GGTV01013523.1 F. semisulcatus 89%

Os valores de identidade aminoacidica sdo referentes a regido do dominio crustina. *SUN et al, 2010.
"DONPUDSA et al., 2014. °LIU et al., 2015. “JIANG et al., 2015.

3.3.2. A arquitetura molecular das crustinas do Tipo I ndo é exclusiva as

carcininas

A diversidade de crustinas do Tipo I identificada em camardes peneideos levantou

questdes relativas as suas origens, bem como as relagdes filogenéticas existentes entre cada

um dos grupos identificados. Portanto, visando a compreensdo dessas relacdes evolutivas, as

regides conservadas referentes ao dominio crustina foram alinhadas com a regido
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correspondente em diferentes crustinas descritas na literatura, incluindo auténticas carcininas
(Tipo 1), crustinas do Tipo II, crustinas dos Tipos III e IV (grupo externo), e analisadas
filogeneticamente. Conforme revelado pelas reconstrucdes filogenéticas, as crustinas do Tipo
I de camardes peneideos nao formaram um clado Gnico e comum as auténticas carcininas
presentes em camardes € caranguejos, mas compuseram um grupo diverso com multiplas
origens evolutivas (Figura 20A). De fato, as andlises apontaram para a existéncia de, pelo
menos, oito clados distintos de crustinas do Tipo I em peneideos que acomodaram as
crustinas de L. vannamei juntamente com seus respectivos ortdlogos (Figura 20B).
Curiosamente, apenas as crustinas dos grupos 1 (XP_027220026.1,
XP_027219905.1, XP_027219667.1) e 2 (XP_027212782.1), juntamente com seus ortélogos,
mostraram-se filogeneticamente proximas as carcininas presentes em pleociemados,
classicamente descritas na literatura como auténticas crustinas do Tipo I (Figura 20A). Por
essa razdo, essas sequéncias foram particularmente categorizadas como as verdadeiras
carcininas de camardes peneideos, em detrimento dos oito demais grupos que formaram
clados independentes e filogeneticamente divergentes. De fato, algumas das sequéncias sdao
verdadeiramente membros de outros Tipos conhecidos de crustinas. Esse ¢ o caso, por
exemplo, do grupo 4 (XP_027208060.1), que se agrupou com as auténticas crustinas do Tipo
I, e dos grupos 9 e 10 (XP 027238377.1 e XP_027221901.1, respectivamente),
estruturalmente similares as carcininas, mas que carecem de dois residuos de cisteina
residentes no dominio WAP (Cys2 e Cys7). Assim, os resultados mostraram claramente que,
embora compartilhem uma arquitetura molecular comum, incluindo a presen¢a do dominio
crustina contendo 12 residuos conservados de cisteina (regido cys-rich seguida por um unico
dominio WAP) e a auséncia de dominios N-terminais adicionais, a maioria das ‘“crustinas
Tipo I” de camardes peneideos ndo representa auténticas carcininas, mas formam novos

grupos até o presente ndo descritos na literatura.
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Figura 20. Reconstrucao filogenética e estrutura primaria de crustinas do Tipo I identificadas
em camaroes peneideos.
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(A) A éarvore filogenética das crustinas do Tipo I foi reconstruida a partir do alinhamento da regido
correspondente ao dominio crustina através do método Maximum Likelihood com 1.000 replicatas utilizando o
modelo WAG (G+I). Os clados identificados estdo destacados em cores distintas. As esferas pretas destacam as
crustinas do Tipo I identificadas em L. vannamei. (B) O alinhamento das sequéncias aminoacidicas referentes as
crustinas de L. vannamei e seus ortdlogos em peneideos foi realizado utilizando o software MAFFT v. 7. Os
residuos conservados em todas as sequéncias estdo destacados em preto. O simbolo V¥ indica os residuos
conservados de cisteina. A régua acima indica a posi¢do relativa dos residuos aminoacidicos. Fpen:
Fenneropenaeus penicillatus; carcininPm1-2/Pmon: Penaeus monodon; Plon: Penaeus longistylus; MjCrul-1/5:
Marsupenaeus japonicus; Mben: Metapenaeus bennettae, Pesc: Penaeus esculentus; Pmerg: Penaeus
merguiensis; Fchi: Fenneropenaeus chinensis; Psem: Penaeus semisulcatus.
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A identificagdo desses novos grupos traz importantes implicagdes para o atual
sistema de classificacdo que reine as crustinas em funcdo de suas arquiteturas moleculares
(SMITH et al., 2008; TASSANAKAJON; SOMBOONWIWAT; AMPARYUP, 2015). De
fato, os resultados obtidos indicaram que o perfil estrutural das crustinas do Tipo I nao
responde necessariamente a relagdo filogenética, mas deriva, em grande medida, de uma
aparente conservagao estrutural em genes com diferentes origens evolutivas. Nesse contexto,
a descoberta dessa larga diversidade em L. vannamei, reforcada pela identificacdo de
potenciais ortdlogos em camardes peneideos, revelou que, as entdo chamadas “crustinas Tipo
I” de Penaeidae, compreendem, na verdade, um grupo altamente heterogéneo de sequéncias
com multiplas origens evolutivas compostas principalmente por membros filogeneticamente

distantes das auténticas carcininas descritas em Pleocyemata.

3.3.3. As auténticas carcininas e crustinas similares ao Tipo I sdo codificadas

por genes distintos

De maneira geral, tanto as carcininas auténticas (Grupos 1 e 2) quanto as demais
sequéncias estruturalmente semelhantes as crustinas do Tipo I (Grupos 3 a 10)
compreenderam um grupo multigénico e diverso que abrangeu pelo menos 20 genes distintos
amplamente distribuidos pelo genoma. De fato, os genes codificantes foram encontrados em,
pelo menos, dez diferentes scaffolds gendmicos, sendo o scaffold LVANscaffold 1143
(NW_020868447.1), particularmente, aquele com o maior numero de genes (e.g.,
LOC113812348, LOC113811998, LOC113812245 e LOC113812253). Os genes mostraram
um comprimento médio de ca. 2,8 kb e apresentaram organizacdes estruturais distintas quanto
a presenca e quantidade de introns e éxons (Figura 21).

A maioria dos genes foi composta por quatro éxons separados por trés introns, sendo
todos os introns flanqueados pelos sitios candnicos de splicing GT/AG. No entanto, embora
essa distingdo estrutural tenha sido observada na organizacdo génica, os genes mostraram um
padrdo estrutural comum quanto a organizagdo de regides exdnicas que codificam moddulos
especificos nos peptideos. Por exemplo, a regido cys-rich comum a todas as sequéncias
mostrou ser codificada em um tUnico éxon que incluiu igualmente uma larga por¢do do
peptideo sinal, enquanto que o dominio WAP C-terminal mostrou ser codificado
separadamente em dois éxons adicionais (Figura 21). Na maioria dos genes, o primeiro éxon
cobriu integralmente a regido nao traduzida 5° (Untranslated Region 5’ ou 5°-UTR) e os
primeiros cédons do peptideo sinal, enquanto a sequéncia codificante (Coding Sequence ou

CDS) encontrou-se distribuida ao longo dos éxons restantes. Via e regra, o ultimo éxon
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mostrou codificar a maior parte do dominio WAP e toda a regido ndo traduzida 3’ (3'-UTR),
exceto para o gene LOC113801830 que codificou o peptideo maduro integralmente em um

unico éxon (Figura 21).

Figura 21. Organizag¢ao gendmica dos genes codificantes de crustinas do Tipo I identificados
em L. vannamei.
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Os retangulos e as linhas pretas representam, respectivamente, os éxons (E1: éxon 1, E2: éxon 2, E3: éxon 3 E4:
éxon 4, ES: éxon 5) e os introns dos genes codificantes. O tamanho das sequéncias esta representado em pares de
bases. O comprimento dos introns e éxons nio esta representado proporcionalmente.

A recuperagdo das sequéncias génicas proveu, ainda, multiplas evidéncias de que
parte do amplo repertorio identificado em L. vannamei € produto de sucessivos processos
evolutivos que se encontram ainda em andamento, como eventos de duplicagdo génica
seguida de mutacdo. Essas evidéncias sdo suportadas (i) pela alta similaridade entre as
sequéncias aminoacidicas e (ii) pela organizagdo estrutural comum dos genes que codificam
crustinas pertencentes ao mesmo subtipo. De fato, as andlises de diversidade genética
revelaram, por exemplo, que as crustinas do grupo 7 sdo codificadas em pelo menos sete loci
distintos cujos genes compartilham uma identidade superior a 90% em nivel nucleotidico na
regido codificante e em nivel aminoacidico em seus produtos proteicos. Consistentemente, 0s

sete genes retém uma organizagdo estrutural comum, com o mesmo nimero (¢ comprimentos
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similares) de introns e éxons (a exce¢do da presenca de dois codons adicionais no éxon 3 do
gene LOC113805871) (Figura 22A).

Contudo, de maneira curiosa, a posi¢ao relativa desses genes no genoma impoe
duavidas acerca desse processo: os genes codificantes das crustinas do grupo 7 nao se
encontram sequencialmente posicionados em um scaffold gendmico comum, conforme
esperado no caso de eventos recentes de paralogia, mas residem em /oci distribuidos em pelo
menos quatro diferentes scaffolds gendmicos separados por longos segmentos de DNA
(Figura 22B). Nesse cendrio, ¢ plausivel inferir desses genes uma origem comum ¢ recente
derivada de sucessivos eventos de duplicacdo seguidos de sua transposi¢do para diferentes
regides do genoma, possivelmente como elementos transponiveis. Contudo, tendo em vista
que o fracionamento do genoma do L. vannamei em scaffolds gendmicos ndo responde por
sua distribuicdo cromossdmica, na qual diferentes scaffolds podem representar fragmentos de
um mesmo cromossomo, a inferéncia dessas possiveis transposi¢des génicas € incapaz de

determinar com precisdo se esses eventos aconteceram a nivel intra ou intercromossomico.

Figura 22. Comparagdo das sequéncias nucleotidicas dos genes codificantes das crustinas do
grupo 7 (Tipo 1) e sua distribuigdo topologica no genoma de L. vannamei.

Exon 1 Intron 1 Exon 2 Intron2 . Exon 3 : Intron3 Exon 4
44 pb 166 pb 115 pb 187 pb 65 pb :{  s52pb 162 pb
LOC113826552 ‘ -
44 pb (100%) i 167pb i 115pb (100%) i 188pb  :  65pb(100%) f sa4pb i 162 pb (98,7%)
LOC113803699 : : - - : -
51 pb (95,4%) 163 pb 115 pb (100%) 187 pb 65 pb (100%) © 717pb {162 pb(98,1%)
LOC113803700
44 pb (100%) i 1e4pb i 115pb(100%) i 187pb i 65pb(100%) ©  557pb | 186pb (98,1%)
LOC113804968
44 pb (100%) 165 pb 115 pb (100%) 185 pb 65 pb (100%) 526 pb 162 pb (99,4%)
LOC113804971 . . - . -
44 pb (100%) i 1e6pb | 115pb (100%) i 187pb |  65pb(100%) { s55pb i 102 pb (100%)
L0C113804973 - - - - -
57 pb (93,1%) 178 pb 115 pb (89,5%) 186 pb 71 pb (95,4%) 2024 pb 157 pb (89,8%)
LOC113805871
LVANscaffold_1584 (NW_020868936) LVANscaffold_1034 (NW_020868326)
LVANscaffold_1454 (NW_020868792) LVANSscaffold_1678 (NW_020869040)

—— - —— <

Os composicao nucleotidicas referente aos introns e éxons dos genes codificantes das crustinas do grupo 7 (Tipo
I) foi comparada e sua distribuicao topoldgica no genoma foi investigada. (A) Comparagao entre as sequéncias
dos sete provaveis paralogos LOC113826552, LOCI113803699, LOCI113803700, LOC113804968,
LOC113804971, LOC113804973 ¢ LOC113805871. As porcentagens mostradas sdo referentes a identidade
nucleotidicas usando a sequéncia LOC113826552 como referéncia. Os comprimentos de introns e éxons nao
estdo representados proporcionalmente. (B) Representagdo esquematica de parte dos scaffolds 1584, 1454, 1034
e 1678 do genoma de L. vannamei (GenBank: ASM378908). As setas representam os genes codificantes das
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crustinas do grupo 7 (Tipo I). As setas apontando para esquerda ou direita representam o frame de transcri¢éo
negativo ou positivo, respectivamente.

Um exemplo adicional que reforca essa hipdtese € provido pelas crustinas do grupo
1, onde os trés genes identificados (LOC113812348, LOC113812245 ¢ LOC113811998)
compartilham pelo menos 84% de identidade tanto na regido codificante quanto na estrutura
primaria de seus produtos proteicos. Os genes apresentam, ainda, rigorosamente a mesma
organizac¢do estrutural quanto ao nimero e tamanho de seus introns e éxons e residem
sequencialmente no mesmo scaffold genomico (LVANscaffold 1143), em posigdes vizinhas
(Figura 23), sugerindo uma provavel relacdo de homologia derivada de eventos recentes de

duplicagao.

Figura 23. Comparagdo da composi¢ao aminoacidica e arquitetura molecular dos genes do
grupo 1 (Tipo I).

10 20 30 40 50 60 70 BO %0 100 110 120 130
A N I . | FETTY PYPRY PYRTY PYeeY PRERY FRNTY [ ERETY FEPR) PRPRY FRREY FRRTY PYRPY FEETY PRRPY FReey |
LOC113812348 ATGETGAT'ICGC TGCTCCTCCTCG'[‘ CAGCGGHS ACGCTGA"GG"TGCAGATA TRCTGC GAAG’ GGCGGCC GAAGGAGA SGA 'CCGTGT
M M I R V L L L v A 1. A 8§ G N A D R Y YCEUXW®RU®PETGETET RPV
L0C113812245 BTGATGAT CGC-TGCTCCTCCTC! :CGGCECAGGGCGCGG CACGC GATGET TGCAG TthACTGCn GAAGTGGCGGCCGGAGEAGANGAG GGCCCGTGT
M M I R L L L L G 6 G DA D ‘}l'x-‘RI'AFFEC—EE-(P.
LOC113811998 ATGATGAT CCGCCTGCTCCTCCTCGTC! C GGCGG-GACGC GATGGTTGCAGSTAT TACTGCAS GGCGGCCGGAS F.GAG~GGCCCGTGT
M M I RL L L L V vV VAAQGSGGDADSGT CHRYYOCRIEKWH RUPETGETETRPVWV
140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260
[ERR ERTES FERRY EEREY PRPES ERERY FRET) PRRey RRee [EEERY EEPRY ERRRY PEEE) PRRRY PRery B ERREY RS EREEY FRRRY FESTY FRETY FETRS EERRS ERres |
LOC113812348 ACTGCTG‘GACGACGGGACGGT GCGACCCGCCTCCCGTTGARGA"CACAGTGGAGAATGCCCCGAC TTCGGCGTCACTGCCTTCGC“TCAAAAG CCACCA}U\TGTGTGCCCCCACGACGGTTTCTG
G v 6 D P P P V EDHS GECUPDVRERUHCLUZ RTEIEKIERZPFPDNV G F
LOC113812245 ACTGCTG‘T'GACGACGGGACGGT. AGCGACCCGCCTCCCGAAGT GA.-xCACAGTGGAGMTGCCCCGAC TTCGGCGTCACTGCCTTCGC”‘TCMMGhCCACCAMTGTGTGCCCCCACGACGGTTTCTG
Yy c ¢ bpD D GTV 8 DP P P EA E H P D V E R C L R F KR P P N V
Loc113811598 RCTGCTGLGACGACGGGACGGT AGCGACCCGCCTCCCGAAGTY GA:\CACAGTGGAGMTGCCCCGACATTCGGCGTCACTGCCTTCGCM CAMAGACCACCAMTGTGTGCCCCCACGACGGTTTCTG
S D P P P EABREH S G C P DIRURIHTCEC R § K R P P N V G c
270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
[EERY ERTES FERES EEREY PERES ERRRY PRET) PRREY RRers [EEERS EEPR PEREY RS PRPE PRRR PSR PRERY FERR PR P
LOC113812348 [CECETECMS CCAGML:IGLM:LL GACALL.IQ:L.L thACCATCA'Th(.L TGT, AAACT' EETAN
P S N Q c W D H H A C K
L0C113812245 CEEETECA. -xCCAGAAblb\.M:L. T« GACAL.L.IbLi 1WACCHTCATGCTTG“MACT‘
P S N Q K C C W D C L D HHATCKEK L
LOC113811998 CECGCCCCGCCAGAAGTGCTGETTT GACAR,\,lbl,i 1\:«:BCCATC}\ GCTTG! MACT':‘ GERATECCT GAGCCGATCCCTCTTCGAAGGTAG
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92 pb 163pb 62 pb 247pb C
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359pb 470ph 201pb

104pb 169pb 62 pb 255pb LVANscaffold_1143 (NW_020868447)
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A estrutura primaria, arquitetura molecular génica e distribui¢do topoldgica das crustinas do grupo 1 (Tipo I) no
genoma foram investigados e comparados entre si. (A) Comparagdo da composi¢@o nucleotidicas e aminoacidica
das crustinas do grupo 1 (Tipo I). Os residuos nucleotidicos conservados estdo destacados em cinza. Os residuos
aminoacidicos divergentes estdo destacados em amarelo. Os hifens (-) indicam gaps e os asteriscos (*) indicam
codons de parada. A régua acima indica a posig¢do relativa dos residuos nucleotidicos. (B) Comparagdo da
arquitetura molecular dos genes codificantes das crustinas do grupo 1 (Tipo I). Os retangulos e as linhas pretas
representam, respectivamente, os éxons (E1: éxon 1, E2: éxon 2, E3: éxon 3 E4: éxon 4) e os introns dos genes
codificantes. Os comprimentos dos éxons e introns estdo destacados. As regides codificantes estdo representadas
em diferentes cores: em cinza estd representada a regido codificante no peptideo sinal, em azul a regido
codificante do dominio cys-rich € em vermelho a regido codificante do dominio WAP. Em branco estdo
representadas as regides nao traduzidas (UTR, untranslated regions). (C) Representacdo esquematica de parte do
scaffold 1143 do genoma de L. vannamei (GenBank: ASM378908). As setas representam os genes codificantes
das crustinas do grupo 1 (Tipo I).

Conforme mencionado, peptideos antimicrobianos em camardes peneideos sao

geralmente codificados por familias multigénicas, geradas a partir da duplicacdo sucessiva de
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genes individuais cujas copias evoluem como entidades independentes capazes de
desempenhar fun¢des diversas. Esse processo de duplicacdo génica seguido de mutagdo
responde, em grande medida, pela surpreendente diversidade molecular encontrada entre
peptideos antimicrobianos (LAZZARO; ZASLOFF; ROLFF, 2020). Em eucariotos, eventos
de duplicagdo génica podem ocorrer por meio de diferentes mecanismos que emergem
principalmente a partir de erros durante a replicagdo ou reparo do DNA (ZHANG, 2003).
Nesses eventos, os genes podem ser duplicados em tandem, resultando no surgimento de dois
genes paralogos adjacentes que sdo usualmente separados por curtos trechos de sequéncia
intergénica ou serem produtos de duplicagdo da regido em que estdo embutidos, de modo a
serem colocados a distancias ligeiramente maiores em comparagdo com as duplicacdes em
tandem, geralmente separados uns dos outros por um ou mais genes (GERDOL; GRECO;
PALLAVICINI, 2019). Além disso, um processo alternativo associado ao surgimento de
genes pardlogos depende da atividade de elementos transponiveis, como os transposons ou
retrotransposons. Nesse caso, os genes duplicados sdo normalmente dispersos em diferentes
regides do genoma e situados distante de seus pardlogos, possivelmente em diferentes
cromossomos (CUSACK; WOLFE, 2007).

Os resultados obtidos das andlises génicas sugeriram que eventos evolutivos como
duplicagdo génica em tandem e a atividade de elementos transponiveis podem ter sido
prevalentes e inerentemente responsaveis pela expansdo e diversificagdo molecular de
carcininas e crustinas similares ao Tipo I em L. vannamei, conforme visto entre as crustinas
dos grupos 1 e 7, respectivamente. Essa conclusdo suporta-se na constatagdo da existéncia de
uma alta identidade nucleotidica e aminoacidica (>80%) entre os membros desses grupos,
bem como na organizacao estrutural comum de seus respectivos genes codificantes. Alias, €
plausivel inferir dois cendrios distintos para explicar a elevada identidade observada entre as
sequéncias: (i) os eventos de paralogia tém uma origem recente e a diversificagdo molecular
encontra-se ainda em andamento ou (ii) esses eventos remontam a um passado distante, mas
em virtude de pressdes evolutivas conservativas para manuten¢ao de suas fungdes biologicas,
os genes retiveram adaptativamente suas informagdes genéticas. A precisdo desses eventos,
contudo, exige andlises em genOmica comparativa, a fim de mapear se tais genes foram
igualmente expandidos em outras espécies de camardes peneideos ou se esse foi um evento

exclusivo de L. vannamei.
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3.3.4. As auténticas carcininas e crustinas similares ao Tipo I compreendem um

grupo bioquimicamente diverso

Analogamente as crustinas do Tipo II, as carcininas e crustinas similares ao Tipo I
identificadas em L. vannamei apresentaram um amplo espectro de propriedades bioquimicas.
As andlises in silico mostraram que a maioria delas (e.g., grupo la-c, grupo 3, grupo 6, grupo
7, grupo 9 e grupo 10) foi predita como polipeptideos anidnicos em pH fisioldgico, em
virtude de seus pontos isoelétricos tedricos (p/) abaixo de 7,0. Em contraste, quatro crustinas
(e.g., grupo Ic, grupo 2, grupo 5 e grupo 8) exibiram uma carga liquida neutra (p/ 7-7.6),
enquanto uma unica sequéncia (grupo 4) mostrou uma natureza cationica (p/ >7,9). De
maneira geral, todos os genes codificaram precursores compostos por um peptideo sinal de
tamanho (ca. 15-27 aac) e composicao de aminoacidicas varidveis seguidos por polipeptideos
maduros hidrofilicos com graus distintos de hidropaticidade, conforme indicado pela
diversidade dos valores de GRAVY (do inglés, Grand Average of Hydrophathicity). Além
disso, os peptideos maduros diferiam substancialmente tanto no tamanho de suas cadeias
peptidicas quanto na massa molecular, variando desde pequenos polipeptideos de 7,5 kDa
contendo 67 residuos aminoacidicos até moléculas de 15,4 kDa (137 residuos de

aminoacidos) (Figura 24).

Figura 24. Representagdo tridimensional do espectro de diversidade bioquimica entre as
carcininas e crustinas similares ao Tipo I de L. vannamei.
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As carcininas e crustinas similares ao Tipo I foram analisadas quanto as suas caracteristicas bioquimicas e
representadas graficamente em uma distribuicdo tridimensional utilizando os valores de p/ (ponto isoelétrico),
massa molecular e GRAVY (Grand Average of Hydrophathicity) como eixos do grafico. Os valores de p/
indicam a carga elétrica liquida do peptideo em pH fisiologico e os valores de GRAVY indicam o grau de
hidropaticidade molecular. Valores positivos de GRAVY indicam hidrofobicidade, enquanto que valores
negativos indicam hidrofilicidade. Cada ponto do grafico representa uma sequéncia aminoacidica.

Apesar da tradicional natureza catidnica das carcininas em pleociemados, duas das
quatro auténticas carcininas de L. vannamei (e.g., grupos la e 1b) apresentaram pontos
isoelétricos tedricos inferiores a 7,0 e representaram, portanto, peptideos anidnicos. Na
verdade, ambas as sequéncias compartilharam mais de 94% de identidade no peptideo maduro
e foram ausentes de uma cauda C-terminal rica em residuos cationicos encontrada unicamente
nas crustinas do grupo lc. Carcininas anidnicas foram igualmente encontradas em outras
espécies de camardes peneideos, como em F. penicillatus (TSA: GFRTO01014862.1), P.
monodon  (GGLHO01123907.1) e no camardo Metapenaeus bennettae (TSA:
GHDJ01005232.1). Esse aparente contraste bioquimico entre carcininas de caranguejos €
camardes ilustra sua ampla plasticidade molecular e pressupde uma possivel adaptagdo das
carcininas as diferentes pressdes seletivas que imperam sobre essas duas linhagens de
crustaceos decapodes. Por outro lado, o Unico grupo de natureza genuinamente catidnica
(grupo 4) mostrou uma relagdo filogenética mais proxima com as crustinas Tipo II de
camardes peneideos, que sdo majoritariamente peptideos cationicos. Os resultados das
analises dos parametros bioquimicos relativos as sequéncias recuperadas sugerem, portanto,
que as “crustinas do Tipo I” de L. vannamei formam um grupo bioquimicamente diverso que

inclui majoritariamente polipeptideos anidnicos.

3.3.5. Alguns membros especificos de crustinas similares ao Tipo I sdo, na

verdade, crustinas do Tipo II desprovidas da regido gly-rich N-terminal

Embora todas as sequéncias tenham apresentado uma arquitetura molecular
consistente com crustinas do Tipo I, multiplas evidéncias sugerem que as sequéncias
componentes do grupo 4 (XP_027208057.1, XP 027208058.1 e XP 027208060.1)
representam, na verdade, atipicas crustinas do Tipo II desprovidas do longo dominio
hidrofébico amino-terminal rico em residuos de glicina. Andlises da estrutura primaria dessas
crustinas revelaram, primeiramente, uma alta similaridade com crustinas do Tipo II, incluindo
a presenga da assinatura conservada de crustinas do Tipo Ila de camardes peneideos
(BARRETO et al., 2018). De fato, quando comparadas em nivel aminoacidico as crustinas do

grupo 4 exibiram um dominio crustina similar (74 a 88% de identidade) aquele presente em
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diversas crustinas do Tipo Ila descritas em camardes, incluindo crustinPm4 de P. monodon,
Crustins Ls de L. setiferus, Crustins Lv de L. vannamei, “MjCrustin-like peptides” de M.
Jjaponicus e crusFpau, crusLsch, crusFbra, crusFsub dos camardes nativos F. paulensis, L.
schmitti, F. brasiliensis e F. subtilis, respectivamente (BARTLETT et al, 2002;
RATTANACHAI et al, 2004; ROSA, R. D.; BANDEIRA; BARRACCO, 2007,
TASSANAKAIJON et al., 2011). Comparativamente, as crustinas do grupo 4 mostraram uma
diferenca clara com as auténticas crustinas do Tipo I (carcininas), descritas em caranguejos €
camaroes, cuja identidade aminoacidica no dominio crustina foi de aproximadamente 36%
(Figura 25A).

Além da notavel semelhanca na composi¢do aminoacidica, as crustinas do grupo 4
foram codificadas por trés genes (e.g., LOC113801827, LOC113801828 ¢ LOC113801830)
que apresentaram a mesma organizagdo estrutural dos genes codificantes das auténticas
crustinas do Tipo Ila de L. vannamei, entdo referidas como Crustin Lv (BARRETO et al.,
2018). De fato, em ambos os casos os genes foram compostos por dois éxons intervalados por
um intron, sendo que o primeiro éxon cobriu toda a regido 5’-UTR e os dois primeiros cédons
do peptideo sinal, enquanto que o segundo éxon abrangeu o restante do peptideo sinal, o
peptideo maduro completo e a regido 3’-UTR (Figura 25B). Além disso, a distribui¢do
topoldgica dos genes do grupo 4 no genoma de L. vannamei corrobora sua proposicao como
provaveis crustinas do Tipo Ila: eles residem lado a lado das auténticas Crustin Lv no mesmo
scaffold gendmico, sendo separados por curtas regides espacadoras ndo transcritas (Figura
25C). Tal distribuigdo topoldgica no genoma sugere, portanto, uma possivel origem génica
comum cuja diversidade deriva de sucessivos eventos de duplicacdo génica. Esse conjunto de
caracteristicas compartilhadas entre os genes codificantes das Crustin Lv e grupo 4, aliada a
similaridade bioquimica de seus produtos proteicos e proximidade filogenética descritas nas
secOes anteriores implica, finalmente, que as crustinas do grupo 4 representam auténticas
crustinas do Tipo II em camardes peneideos desprovidas do longo dominio hidrofébico rico
em residuos de glicina.

A identificacdo dessas crustinas trouxe importantes implicagdes para o atual sistema
de classificacdo das crustinas que considera o dominio g/y-rich um atributo determinante para
a classificacdo do Tipo II. Embora virtualmente todas as crustinas do Tipo II descritas na
literatura possuam esse dominio, pouco destaque foi dado até o presente acerca do substancial
polimorfismo no seu comprimento e suas reais implicagdes para o sistema de classificagao.
De maneira geral, o dominio gly-rich é formado pela repeticio sequencial de moddulos

hidrofobicos curtos (tetra- ou pentapeptideos) ricos em residuos de glicina, sendo que o
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numero de mddulos define seu comprimento final. Desse modo, as crustinas do Tipo II podem
apresentar desde dominios hidrofébicos curtos contendo 21 residuos, como na Crustin Ls2 do
camarao L. setiferus (BARTLETT et al.,, 2002), at¢ dominios longos formados pelo
acoplamento de mais de 30 modulos hidrofobicos que somam 167 residuos aminoacidicos,
como observado na crustinPm4 do camardo P. monodon (TASSANAKAIJON et al., 2011). A
expressiva plasticidade estrutural observada no comprimento do dominio gly-rich entre
diferentes crustinas do Tipo II denuncia uma fragilidade no sistema de classificagao vigente e
torna necessdria uma revisdo sistemdtica de seus critérios a fim de evitar eventuais

incongruéncias.

Figura 25. Alinhamento aminoacidico comparativo entre o dominio crustina presente no
grupo 4 e nas auténticas crustinas do Tipo I e II.
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A estrutura primaria, arquitetura gendmica e distribui¢do topoldgica de crustinas do grupo 4 no genoma foram
investigados e comparados com auténticas crustinas do Tipo I e ITa. (A) As sequéncias aminoacidicas referentes
ao dominio crustina de auténticas crustinas do Tipo I e II foram alinhadas utilizando o software MAFFT v.7 e
comparadas com a regido correspondente das crustinas pertencentes ao grupo 4. Os residuos conservados estdo
destacados em preto e as cisteinas componentes do dominio crustina estdo evidenciadas com o simbolo V. Os
hifens (-) representam gaps. A régua acima indica a posigdo relativa dos residuos aminoacidicos. (B)
Comparacédo da arquitetura molecular dos genes codificantes de crustinas do grupo 4 e de auténticas crustinas do
Tipo Ila. Os retangulos e as linhas pretas representam, respectivamente, os éxons e o intron dos genes
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codificantes. (C) Representacdo esquematica de parte do scaffold 887 do genoma de L. vannamei (GenBank:
ASM378908). As setas em cinza representam os genes codificantes de crustinas do Tipo Ila e as setas em
vermelho representam os genes codificantes de crustinas do grupo 4. As setas apontando para esquerda ou direita
representam o frame de transcri¢cdo negativo ou positivo, respectivamente.

3.3.6. Crustinas atipicas contendo um dominio WAP degenerado provavelmente

evoluiram especificamente na linhagem Dendrobranchiata

Entre as sequéncias identificadas portando a tipica arquitetura molecular das
crustinas do Tipo I, duas sequéncias (grupos 9 e 10) apresentaram um arranjo distinto de
cisteinas que incluiu 10 residuos conservados, ao invés dos convencionais 12 residuos
comumente encontrados na maioria dos membros dessa familia. As andlises in silico
apontaram que ambas as sequéncias foram codificadas por genes cujos produtos proteicos
apresentaram composi¢des aminoacidicas e parametros bioquimicos distintos. As sequéncias
aminoacidicas precursoras do grupo 9 foram constituidas por um peptideo sinal de 16
residuos seguido de um peptideo maduro anionico contendo 89 residuos (10,1 kDa e p/ de
4,99), enquanto os precursores do grupo 10 foram compostos por um peptideo sinal de 21
residuos aminoacidicos seguido de um peptideo maduro igualmente anionico de 92 residuos
(10,2 kDa e p/ 5,83). A identificagdao dessas formas atipicas em L. vannemei levou, entdo, a
realizacdo de buscas por sequéncias homologas em crusticeos decépodes, incluindo
representantes das Subordens Pleocyemata e Dendrobranchiata, a fim de investigar se suas
origens remontam a espécies ancestrais da ordem Decapoda ou sdo, na verdade, produtos de
um evento evolutivo restrito a linhagem Dendrobranchiata, que abarca todos os camardes
peneideos e seus parentes proximos.

As buscas por sequéncias homologas nos bancos transcritomicos (repositorios TSA e
EST) levaram a identificagdo de provaveis ortdlogos exclusivamente Dendrobranchiata.
Todas as sequéncias recuperadas apresentaram igualmente 10 residuos conservados de
cisteina no peptideo maduro (Figura 26A). Nessas analises, quatro espécies (i.e., P.
monodon, M. japonicus, F. penicillatus e M. bennettae) foram reconhecidas contendo
ortdlogos de ambos os grupos 9 e 10, enquanto que duas espécies (i.e., F. chinensis e P.
semisulcatus) foram identificadas portando apenas ortdlogos de crustinas do grupo 10
(Figura 26B). Dentre os ortologos identificados foram encontradas sequéncias previamente
descritas na literatura, como a carcininPm1 e MjCru I-5 dos camardes asidticos P. monodon e
M. japonicus, respectivamente (grupo 9) e a MjCru I-4 do camardo M. japonicus (grupo 10).
Além da identificacdio em camardes peneideos, uma espécie de camardo ndo peneideo

pertencente a familia Sergestidae (e.g., Acetes chinensis) foi reconhecida portando uma
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crustina do grupo 9. A partir das sequéncias aminoacidicas precursoras obtidas, as regides
situadas entre o primeiro e ultimo residuos de cisteina foram alinhadas com auténticas
crustinas do Tipo I e Il e comparadas a fim de rastrear os residuos de cisteina degenerados nas
crustinas dos grupos 9 e 10. O alinhamento aminoacidico resultante revelou, de fato, a
existéncia de dois grupos distintos que foram marcados pela conservagdo de residuos
aminoacidicos especificos e mostrou que o arranjo atipico de cisteinas deriva de uma
degeneracdao no dominio WAP em virtude da substituicdo de dois residuos conservados
residentes nesse dominio (Cys2 e Cys7) que, em tese, estdo engajados em uma ligagdo
dissulfeto (Figura 26). Por essa razdo, os grupos 9 e 10 foram convenientemente designados

como crustinas WAP degenerated (ou WAPA) 1 e 2, respectivamente.

Figura 26. Assinatura aminoacidica e distribui¢do de crustinas WAPd 1 e WAPd 2 em
Dendrobranchiata.
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(A) Os residuos aminoacidicos conservados em todas as sequéncias estdo marcados em preto, sendo que os
residuos conservados de cisteina que compdem o dominio crustina estdo indicados com o simbolo ¥ . Residuos
especificos de WAPA 1 estdo destacados em azul e os de WAPd 2 estdo destacados em amarelo. Os sitios da
degeneracdo do dominio WAP estdo destacados em vermelho. As setas representam as provaveis ligacdes
dissulfeto que formam o motivo 4-DSC. A régia acima indica a posi¢do relativa dos residuos aminoacidicos.
Cmae: C. maenas, Pm: P. monodon, Lv: L. vannamei, Ls: L. setyferus, Fpen: F. penicillatus; Mj: M. japonicus,
Mben: M. bennettae; Achi: A. chinensis; Fchi: F. chinensis;, Psem: P. semisulcatus. (B) O diagrama de Venn
ilustra a distribuicdo de WAPd 1 e WAPA 2 nas espécies de crustdceos dendrobranquiados.



118

Os impactos funcionais da substitui¢do de residuos de cisteina relevantes para a
estruturacdo do dominio WAP na atividade biologica das crustinas ainda sdo pouco
conhecidos e estudos comparativos utilizando proteinas nativas ou recombinantes sao
fundamentais para a compreensao de suas implica¢des biologicas. Até o presente, um Unico
estudo funcional comparativo foi realizado com a crustinas WAPd2 no camardo M. japonicus
(MjCru 1-4), no qual os autores reportaram a incapacidade de inibicdo de proteases
bacterianas em detrimento das crustinas MjCru 1-2 e MjCru I-3, portadoras de um dominio
WAP completo (JIANG et al., 2015), sugerindo a possivel participagdo desses residuos de
cisteina para a manutencdo de uma conformagdo tridimensional adequada a sua fungdo
bioldgica.

Além disso, as buscas por sequéncias homodlogas revelaram que a degeneracdo nos
residuos Cys2 e Cys7 do dominio WAP ndo foi um evento evolutivo recente e parece
remontar a espécies ancestrais da linhagem Dendrobranchiata. Essa hipotese encontra
sustentacdo a partir da identificagdo de crustinas WAPd em espécies de camardes peneideos e
também no camardo Acetes chinensis, pertencente a familia Sergestidae, filogeneticamente
mais distante dentre aquelas inclusas na Subordem Dendrobranchiata (Figura 27). Além
disso, outra importante informag¢ao que corrobora tal hipdtese ¢ a auséncia de crustinas WAPd
em crustaceos pertencentes a Subordem Pleocyemata, grupo irmdo de Dendrobranchiata, o
qual reune caranguejos, lagostas, lagostins etc. Na verdade, as sequéncias que apresentaram
maior similaridade entre pleociemados incluiram a Pl-crustinl do lagostim Pacifastacus
leniusculus juntamente com seus respectivos ortdlogos, sequéncias providas de um arranjo
incomum de cisteinas, mas sem a tipica degeneragdo no dominio WAP encontrada entre as
crustinas WAPd de dendrobranquiados (JIRAVANICHPAISAL et al., 2007). Nesse cenario,
¢ plausivel supor que o gene codificante de crustinas WAPd emergiu antes da diversificagdo
da Subordem Dendrobranchiata, ha aproximadamente 320 milhdes de anos e experimentou
uma duplicacdo génica dando origem aos grupos WAPdI e WAPd2. Contudo, a precisao
temporal desse evento de duplicagdo ndo pode ser estimada ante a auséncia de genomas e

transcritomas disponiveis para os demais tdxons da Superfamilia Penaeoidea (Figura 27).
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Figura 27. Distribui¢do taxonOmica dos genes codificantes de WAPdl ¢ WAPd2 em
crustaceos dendrobranquiados.
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As sequéncias aminoacidicas de crustinas WAPd foram alinhadas e analisadas filogeneticamente através do
método Maximum Likelihood com 1.000 replicatas. A arvore a esquerda representa a filogenia dos genes WAPd
1 e WAPd 2 e a arvore a direita corresponde a filogenia das familias inclusas na Subordem Dendrobranchiata. Os
géneros inclusos na familia Penacidae estdo evidenciados. Os géneros cujas informagdes transcritbmicas ndo
estdo disponiveis estdo representados em cinza. Os diamantes () em azul representam o gene que codifica
crustinas WAPd1 e os em amarelo WAPd2.

Sequéncias codificantes de crustinas WAPdI ndo foram identificadas nas espécies F.
chinensis ¢ P. semisulcatus, mas puderam ser reconhecidas nas espécies congenéricas F.
penicillatus e P. monodon. Esse aparente contraste pode pressupor uma perda de genes
WAPA2 especificamente em F. chinensis e P. semisulcatus ou, alternativamente, pode se
justificar nas limitagcdes impostas pelos bancos de sequéncias que foram prospectados. Devido
a auséncia de genomas disponiveis, as crustinas WAPd foram recuperadas em bancos
transcritdmicos, 0s quais carregam inerentemente entraves técnicos para a identificagdo de
novas sequéncias. De fato, a depender de sua origem, como tecido biologico ou fase do
desenvolvimento ¢ possivel que algumas sequéncias ndo estejam contempladas nos
transcritomas estudados, levando a interpretagdes equivocadas quanto a dindmica evolutiva de
alguns genes.

Contudo, diante da ampla identificagdo de crustinas WAPd1 em camardes peneideos,
parece pouco provavel que esses genes nao estejam presentes em F. chinensis e P.
semisulcatus e sua auséncia, possivelmente, justifica-se nas limitagdes técnicas do
transcritoma. Uma situagdo similar foi encontrada na espécie 4. chinensis, na qual apenas
sequéncias codificantes de crustinas WAPd1 foram recuperadas. Considerando-se a distancia
evolutiva entre as familias Sergestidae e Penaeidae, presumivelmente separadas ha pelo

menos 218 milhdes de anos, a auséncia de crustinas WAPd2 pode indicar que o evento de

duplicacdo génica ocorreu posteriormente a essa separagdo ou, tal como mencionado acima,
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pode refletir simplesmente a auséncia de sequéncias codificantes nos transcritomas de 4.
chinensis. Nesse contexto, estudos em genOmica comparativa se fazem necessarios para a
apropriada elucidagcdo da dinamica evolutiva dos genes codificantes dessas crustinas e tornam

evidentes as limitagdes das buscas em bancos transcritbmicos para esse proposito.

3.4. Identificacio e caracterizacao molecular de novas crustinas em L. vannamei

As buscas in silico levaram a identificagdo de 61 crustinas em L. vannamei. A
maioria delas correspondeu a sequéncias cuja organizagao estrutural foi descrita na literatura e
obedece a classificacdo prevista por Smith e colaboradores (2008), enquanto que um pequeno
grupo, formado por seis sequéncias, incluiu crustinas que expuseram arquiteturas moleculares
alternativas aquelas previstas no atual sistema de classificagdo.

Em virtude de suas particularidades estruturais, como a presenca de assinaturas
especificas, e da clara discrepancia com a arquitetura molecular de crustinas reportadas na
literatura, essas sequéncias foram consideradas como novos membros em L. vannamei. De
fato, trés sequéncias apresentaram em sua regido amino-terminal dominios estruturais
contendo composicdes aminoacidicas e propriedades fisico-quimicas incomuns. Uma
sequéncia (e.g., LOC113819914), por exemplo, foi marcada pela representagdo massiva de
residuos de treonina que somaram mais 60% dos residuos nessa regido, caracteristica inédita a
essa familia. Alternativamente, foi identificada uma crustina (e.g., LOC113813163) contendo
um dominio amino-terminal fortemente anionico (p/: 3,85) enriquecido em residuos de glicina
(15,5%) e tirosina (10,7%), enquanto que uma terceira sequéncia (e.g., LOC113819904)
apresentou um dominio amino-terminal fortemente cationico (p/: 10) rico em residuos de
prolina (22.4%) e treonina (21.2%). Interessantemente, foi encontrada também uma crustina
(e.g., LOC113806493) portando uma longa regido C-terminal contendo mais de 480 residuos
aminoacidicos a jusante do dominio crustina conservado (Figura 28).

As buscas em L. vannamei levaram, ainda, a identificacdo de sequéncias que
apresentaram variagdes no dominio crustina. Nessas andlises, foi identificada uma sequéncia
(e.g., LOC113827916) marcada pela presenga de um dominio amino-terminal enriquecido
em residuos de serina e leucina a montante de um dominio crustina contendo dois residuos
adicionais de cisteina. Apesar do arranjo peculiar contendo 14 residuos de cisteina ao invés
dos convencionais 12 residuos, essa sequéncia mostrou uma organizacdo aminoacidica
consoante aquela tipica das crustinas, incluindo a presen¢a do dominio cys-rich comum aos

Tipos I e Il e de um dominio WAP conservado na regido C-terminal (Figura 28). Finalmente,
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uma sequéncia (e.g., LOC113813930) foi recuperada apresentando em sua estrutura primaria
quatro dominios crustina repetidos sequencialmente. Crustinas similares foram igualmente
recuperadas em outras duas espécies de camardes peneideos (i.e., P. monodon e F. chinensis)
e apresentaram também multiplos dominios crustina em sua estrutura primaria. Todos os
dominios apresentaram os caracteristicos 12 residuos conservados de cisteina devidamente
espacados de acordo com os intervalos presentes na assinatura crustina, mas contiveram
nesses intervalos composi¢des aminoacidicas Unicas, ausentes em quaisquer das demais

crustinas identificadas no genoma de L. vannamei ou reportadas na literatura (Figura 28).

Figura 28. Esquema ilustrativo mostrando as novas crustinas recuperadas nas buscas pelo
genoma de L. vannamei.
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As novas crustinas identificadas em L. vannamei foram analisadas quanto a sua estrutura primaria e
esquematicamente representadas. N- indica a regido amino-terminal do peptideo enquanto que C- indica a regido
carboxy-terminal. Peptideos sinal que ndo foram preditos estdo indicados com sinal de interrogagdo (?).0s
residuos de cisteina que compdem o dominio crustina estdo representados pelas barras brancas. Os residuos
adicionais de cisteina presentes em LOC113827916 estdo evidenciados em amarelo. Os nimeros a direita
representam os identificadores dos respectivos loci.

A fim de validar a existéncia desses novos membros em peneideos, buscas por
sequéncias homologas foram realizadas em bancos transcritbmicos (banco TSA) de L.
vannamei, bem como buscas por ortdlogos em transcritomas de outras espécies de camarao.
Os resultados dessas buscas confirmaram a presenga das novas crustinas em L. vannamei e
revelaram a existéncia de provaveis ortélogos em pelo menos uma outra espécie de camarao
peneideo, sugerida a partir da identificacdo de sequéncias que compartilharam identidades

aminoacidicas superiores a 70% nas suas regioes conservadas (Tabela 4).
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Tabela 4. Validacao in silico em bancos transcritdmicos de L. vannamei das novas crustinas
identificadas e identificagdo de provaveis ortdlogos em camardes peneideos.

ID proteina Espécie Numero de Acesso (TSA) Identidade (%)

L. vannamei GGKO01018945.1 100,0

XP_027227949.1 P. monodon GGLH01076684.1 75,0
F. aztecus GEUAO01070253.1 85,9

37220913.1 L. vannamei GFRP01036185.1 100
XP_027220913. P. monodon JR216372.1 81,2
L. vannamei GFRP01026759.1 93,8

P. monodon GGLHO01055158.1 75,4

XP_027227939.1 F. penicillatus GFRT01002432.1 70,8
F. aztecus GEUA01066407.1 90,8

L. vannamei GDTKO01001065.1 99,0

XP 027213436.1 P. monodon GGLHO01003132.1 82,0
F. penicillatus GFRT01017128.1 74,2

L. vannamei GFRP01043947.1 100

XP_027236662.1 P. monodon GGLHO01087900.1 95,1
L. vannamei GHXV01004488.1 100

XP_027221810.1 P. monodon GGLH01030340.1 74
F. chinensis GHUY01000820.1 75,5

Analises comparativas da estrutura primaria das sequéncias recuperadas em L.
vannamei € seus ortdlogos mostraram um alto grau de conservacdo de residuos aminoacidicos
e revelaram claramente a existéncia dos seis grupos discretos contendo assinaturas
moleculares distintas (Figura 29A/B). Para confirmar as relagdes de homologia, as
sequéncias foram filogeneticamente analisadas e comparadas com outras crustinas descritas
em crustaceos a partir do alinhamento de suas regidoes conservadas. As analises filogenéticas
demonstraram, de fato, a formagao de seis clados bem definidos que reuniram as sequéncias
identificadas em L. vannamei e seus respectivos ortélogos. Curiosamente, trés crustinas
mostraram relagdes filogenéticas proximas de grupos previamente descritos na literatura,
como as sequéncias LOC113806493 e LOCI113827916, que mostraram proximidade
filogenética com crustinas do Tipo II e a sequéncia LOC113813163 que se agrupou com
auténticas crustinas do Tipo I. Os resultados revelados pelas reconstrucdes filogenéticas
confirmaram, portanto, as relagdes de homologia sugeridas entre as sequéncias recuperadas,
bem como a presenca dessas novas crustinas em diferentes espécies da familia Penaeidae

(Figura 29C).
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Figura 29. Comparacdo aminoacidica e reconstrucdo filogenética das novas crustinas
identificadas em L. vannamei.
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As novas crustinas identificadas em camardes peneideos foram analisadas e comparadas quanto & sua estrutura
primaria e relacdo filogenética. (A) Composicdo aminoacidica da regido referente ao dominio crustina de cinco
dos seis grupos identificados. Os residuos conservados de cisteina estdo destacados em preto, enquanto que os
demais residuos comuns a todas as sequéncias de cada grupo estdo destacados em cinza. Os residuos de cisteina
adicionais na sequéncia LOC113827916 estdo evidenciados em amarelo. A régua acima indica a posigao relativa
de cada residuo aminoacidico. (B) Composi¢do aminoacidica da sequéncia LOC113813930 e seus ortoélogos em
camardes peneideos. Os residuos conservados de cisteina estdo destacados em preto, enquanto que os demais
residuos comuns a todas as sequéncias de cada grupo estdo destacados em cinza. Os multiplos dominios crustina
reconhecidos nas sequéncias estdo indicados pelas linhas vermelhas. A régua acima indica a posi¢ao relativa de
cada residuo aminoacidico. (C) Arvore Neighbor-Joining mostrando a relagdo filogenética entre as novas
crustinas identificadas em camardes peneideos e crustinas auténticas previamente descritas em crustaceos. As
esferas pretas representam as sequéncias recuperadas em L. vannamei. Cm: Carcinus maenas; Pmon: Penaeus
monodon; Ppel: Portunus pelagicus; Fpen: Fenneropenaeus penicillatus; Plong: Penaeus longystilus; M;j:
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Marsupenaeus japonicus; Fazt: Farfantepenaeus aztecus; Fc/Fchi: Fenneropenaeus chinensis; Pesc: Penaeus
semisulcatus; Fi: Fenneropenaeus indicus.

De acordo com o sistema de classificagdo vigente, as crustinas de crusticeos sio
divididas em quatro Tipos (Tipos I - IV), sendo que apenas dois (Tipos I e II) portam os 12
residuos conservados de cisteina (TASSANAKAJON; SOMBOONWIWAT; AMPARYUP,
2015). Estruturalmente, esses dois grupos diferem unicamente pela presenca/auséncia de um
dominio hidrofébico amino-terminal rico em residuos de glicina, decisivo para sua
classificagao (SMITH et al., 2008; TASSANAKAJON; SOMBOONWIWAT; AMPARYUP,
2015). A descoberta de crustinas em camardes peneideos que exibiram assinaturas
moleculares Unicas e arquiteturas alternativas representadas pela existéncia de dominios N- ou
C-terminais ricos em residuos aminoacidicos incomuns atesta a existéncia de novos Tipos
dentro dessa familia de peptideos antimicrobianos e refor¢a a diversidade dessas moléculas,
antes subestimada pela auséncia de relatos na literatura. Além disso, os resultados até antes
obtidos sugeriam, em conformidade com o sistema de classificacdo, que a diversidade das
crustinas advinha da variabilidade de dominios N-terminais que eram, por sua vez, acoplados
a um arcabouco estrutural constante fundamentado em um dominio crustina conservado
(SMITH et al., 2008). No entanto, a identificacdo de sequéncias aminoacidicas portadoras de
dominios crustina ‘semiestruturados’ revelou que as pressoes seletivas imperantes sobre essa
familia atuam igualmente sobre os residuos componentes desse dominio tdo conservado. De
fato, a presenca de residuos de cisteina adicionais e a repeticdo sequencial de dominios
crustina evidencia uma diversidade molecular ainda mais surpreendente e reforga a conjectura
de que essas moléculas podem participar efetivamente em processos fisioldgicos alternativos

a funcao imune.
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VI. DISCUSSAO GERAL
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Desde sua primeira descricdo ha pouco mais de 20 anos, as crustinas vém sendo
extensivamente estudadas nas mais diversas espécies de crusticeos decapodes. Relatos foram
publicados, inclusive, em algumas espécies de insetos himendpteros, revelando a ampla
distribuicao taxonOmica dessa familia de AMPs em invertebrados (SMITH; DYRYNDA,
2015; TASSANAKAJON; SOMBOONWIWAT; AMPARYUP, 2015). Em virtude do apelo
comercial para a carcinicultura, as crustinas foram mais bem estudadas em espécies que
agregam grande valor econdmico, como camardes, lagostas, caranguejos e lagostins.
Entretanto, a identificagdo e caracterizacdo de novos membros dessa familia foram
pontualmente realizadas ao longo dos anos e foram baseadas, normalmente, em métodos
convencionais de clonagem e sequenciamento nucleotidico. Esses métodos carregam
inerentemente entraves técnicos para a identificagdo massiva de novas sequéncias, uma vez
que se baseiam no isolamento das sequéncias de interesse, impedindo o amplo acesso a
diversidade molecular. Com o advento das ciéncias Omicas, tornou-se possivel explorar de
maneira consistente a diversidade molecular e genética de familias génicas, bem como
contemplar, pela primeira vez, o repertdrio integral de seus membros constituintes.

No presente trabalho, a diversidade molecular e genética de crustinas em camardes
peneideos foi investigada a partir da prospec¢do de sequéncias aminoacidicas preditas do
recém-publicado genoma de L. vannamei. O repertorio molecular de crustinas nessa espécie
mostrou ser surpreendentemente vasto e diverso, revelando um extenso processo de
diversificacdo que imperou durante a evolugdo dessa familia de AMPs e que, baseado na
identificagdo de provaveis ortdlogos em outras espécies de camardo, parece remontar a
espécies ancestrais da familia Penaeidae. De fato, foram identificadas em L. vannamei pelo
menos 61 crustinas com arquiteturas moleculares, estruturas génicas e propriedades
bioquimicas diversas, dentre as quais 20 apresentaram um perfil estrutural consistente com o
Tipo I, 35 com o Tipo II e 6 expuseram estruturas peculiares ainda ndo descritas na literatura,
de acordo com o sistema de classificagdo definido por Smith e colaboradores (2008). Esse
extenso repertorio molecular de crustinas, contrastante com os modestos relatos descritos em
outras espécies de camardo que normalmente portam ndo mais do que uma dezena de
membros, parece representar um trago adaptativo que parte de sua provavel importincia para
as respostas de defesa. De fato, proteinas do sistema imune, sobretudo aquelas que interagem
diretamente com moléculas microbianas, costumam evoluir adaptativamente de modo a portar
composicdes aminoacidicas e organizagdes estruturais optimizadas para o reconhecimento e

combate de patogenos (TENNESSEN, 2005).
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Um dos grandes achados desse trabalho foi que as crustinas do Tipo I em camardes
peneideos s3o abundantes, diversas e apresentam um amplo espectro de caracteristicas
bioquimicas e organizagdes génicas. Pelo menos 10 grupos foram reconhecidos em L.
vannamei, sendo que a identificagdo dessas crustinas, bem como de seus ortdlogos, trouxe a
tona um importante aspecto filogenético até o presente despercebido: apenas uma pequena
fragdo das sequéncias que portam a tipica arquitetura molecular do Tipo I (i.e., peptideo sinal
amino-terminal seguido de um peptideo maduro contendo um moédulo cys-rich anterior a um
dominio WAP C-terminal conservado) em camardes peneideos ¢, de fato, proxima das
carcininas descritas em crustaceos pleociemados, consideradas como auténticas crustinas do
Tipo 1. Na verdade, as reconstrugdes filogenéticas mostraram que a maioria das sequéncias
recuperadas representou novas crustinas em camardes € apresentou multiplas origens
evolutivas, abrangendo, inclusive, membros pertencentes ao Tipo II. Assim como observado
em outras familias multigénicas de AMPs de peneideos, a definicdo de grupos leva em
considera¢dao a homologia entre seus membros, de modo que sdo definidos em fungao de suas
relacdes filogenéticas (GUEGUEN et al., 2006; MATOS et al., 2018). Nesse sentido, a
existéncia de crustinas em L. vannamei que sao estruturalmente similares, mas
filogeneticamente distantes do Tipo I denunciou uma inconsisténcia no atual sistema de
classificagdo e revelou que crustinas como a carcininPm 1 e carcininPm 2 do camardo P.
monodon e as MjCru 1-3, MjCru I-4 e MjCru I-5 de M. japonicus sdo exemplos de ortdélogos
em peneideos que foram erroneamente classificados como membros desse grupo.

Como esperado para camardes peneideos, as crustinas do Tipo II apresentaram a
maior diversidade molecular. Pelo menos 12 grupos foram reconhecidos em L. vannamei, os
quais apresentaram, também, um amplo espectro de propriedades fisico-quimicas e estruturas
génicas. De maneira interessante, a regido amino-terminal mostrou ser a principal responsavel
pela diversidade molecular das crustinas do Tipo II, tendo em vista a amplitude de
comprimentos, composi¢des aminoacidicas e cargas, em detrimento do dominio crustina que
apresentou caracteristicas bioquimicas fortemente conservativas. Dado esse extenso grau de
variabilidade, ¢ plausivel considerar que a regido amino-terminal experimente de maneira
mais imperativa as pressdes seletivas que moldam a diversidade molecular nesse grupo,
sugerindo sua imprescindivel participagdo na atividade bioldgica das crustinas. No entanto,
essa divergéncia de permissividade para diversificagdo encontrada entre ambos os dominios
traz um aspecto curioso no que concerne a evolu¢do molecular de seus genes codificantes,
uma vez que as regides génicas que codificam ambos os dominios se encontram, na maioria

dos grupos, precisamente no mesmo éxon, imediatamente adjacentes umas as outras. Assim,
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os mecanismos evolutivos envolvidos na manutencdo dessa diversidade parecem ser
extremamente especificos a regido codificante do dominio hidrofébico amino-terminal.

Analises comparativas dos genes codificantes de crustinas em L. vannamei revelaram
indicios da ocorréncia de uma massiva expansao génica em alguns dos grupos identificados,
como o grupo 7 encontrado entre as crustinas similares ao Tipo I e os grupos 1 e 2 de
crustinas do Tipo II, sugerindo que eventos de duplicagdo génica tém atuado como a principal
forga motriz para diversificagdo. De fato, eventos de duplicacdo génica em pequena escala
(i.e., independente da duplicacdo completa de genomas) representam um dos processos
evolutivos predominantes para geracdo de diversidade, uma vez que as coOpias génicas
evoluem como unidades independentes e tornam-se passiveis ao acumulo de mutagdes que,
em ultima analise, ddo origem a novos grupos (WANG et al., 2020). Além disso, os
resultados obtidos mostraram que esses eventos parecem ser recentes € encontram-se ainda
em andamento, tendo em vista a identificacdo de copias génicas que compartilharam
altissimos niveis de identidade, retém organiza¢des génicas comuns quanto as suas regioes
codificantes e que estdo presentes em densos clusters génicos. No entanto, essa notavel
expansdo génica marcada pela extensiva retengdo de copias génicas requer explicacdes
adicionais, uma vez que parece contradizer com a observagdo de que genes duplicados que
apresentam fungdes bioldgicas redundantes evoluem normalmente sob pressoes seletivas mais
relaxadas, tornando-os mais propensos ao aparecimento de mutacdes deletérias que culminam
na perda de funcdo, pseudogenizagdo e consequente delecio (LYNCH; CONERY, 2000;
WAGNER, 1998). Nesse sentido, ¢ possivel inferir que a retencdo de pardlogos similares
carrega um valor adaptativo e, baseado na sua participagdo em um sistema plastico que
responde adaptativamente as injurias do ambiente como o sistema imune, essa vantagem pode
emergir da neofuncionalizacdo ou subfuncionaliza¢do das novas copias, que podem estender o
leque de microrganismos suscetiveis a sua fungdo antimicrobiana.

A ampla diversidade de crustinas encontradas em camardes peneideos revelou
também uma grande limitacdo dos atuais sistemas de classificacdo. Até o presente, trés
modelos foram propostos para classificar as crustinas, sendo que todos sdo baseados em
caracteres estruturais, como a presenca/auséncia de dominios ou a abundancia relativa de
residuos aminoacidicos (SMITH et al., 2008; VARGAS-ALBORES; MARINEZ-PORCHAS,
2017; ZHAO; WANG, 2008). A prospeccao de sequéncias no genoma de L. vannamei,
juntamente com a recuperagdo de provaveis ortélogos em camardes peneideos, revelou que os
atuais sistemas de classificacdo ndo abarcam a verdadeira diversidade das crustinas e sdo, por

isso, insuficientes para descrever toda a diversidade molecular presente nessa familia de
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AMPs. De fato, foram identificadas em camardes peneideos seis crustinas que apresentaram
arquiteturas moleculares inéditas, formadas pelo acoplamento ao dominio WAP de dominios
amino- ou carboxy-terminais contendo composi¢des aminoacidicas singulares. Em se
baseando nos critérios utilizados pelos sistemas estruturais de classificacao, a identificagao
dessas sequéncias mostra, de imediato, que esses sistemas sdo restritivos e resumem a
diversidade das crustinas apenas a presenca ou auséncia de um dominio rico em residuos de
glicina, encontrada apenas em uma fracdo delas. Além disso, os resultados mostraram a
existéncia de uma miriade de membros que apresentam arquiteturas moleculares condizentes
com grupos previamente propostos, mas que possuem origens evolutivas filogeneticamente
distantes. Essa incongruéncia foi particularmente revelada a partir da identificagdo de
sequéncias que compartilharam uma estrutura tipica de crustinas do Tipo I, mas que
apresentaram multiplas origens evolutivas. Nesse sentido, a arquitetura molecular que define
o “Tipo I” mostrou representar apenas um arcaboucgo estrutural comum a moléculas de
diferentes origens e, como consequéncia direta, revelou que o sistema de classificagdo
predominante, definido por Smith e colaboradores (2008), para definicdo desse grupo
responde simplesmente pela similaridade estrutural das sequéncias, mas nao pelas suas
relacdes filogenéticas.

Considerando que a quantidade de grupos identificados supera a quantidade de
grupos descritos na literatura, o presente trabalho revela a fragilidade dos sistemas estruturais
de classificagdo e reflete sobre a iminente necessidade da proposicao de novos modelos que
sejam, entdo, baseados em assinaturas moleculares especificas, tal como proposto no Capitulo
1 para as crustinas do Tipo II e em linha com o que foi realizado para outras familias de
AMPs de camardes peneideos, como as penaeidinas e os fatores anti-lipopolissacarideos
(ALFs) (GUEGUEN et al, 2006; MATOS et al., 2018). Para tal, faz-se necessaria a
exploragdo do repertorio integral de crustinas em outras espécies de invertebrados para, assim,
propor assinaturas consistentes que contemplem todos os grupos presentes nesses animais.
Por essa razao, a proposicao de um sistema de assinaturas moleculares utilizando-se apenas o
genoma de uma Unica espécie seria incipiente de modo que, por ora, o presente trabalho se
reservou a nao fazé-la.

Além disso, tornou-se evidente neste trabalho que a unidade estrutural das crustinas ¢
0 conspicuo dominio crustina, formado pela presenga de um moddulo cys-rich que contém
quatro residuos de cisteina localizado & montante de um dominio WAP conservado portando
oito cisteinas. De fato, ainda que mostrem uma multiplicidade de relacdes filogenéticas, todas

as 61 crustinas recuperadas em L. vannamei, assim como aquelas descritas em outras espécies
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de invertebrados, apresentaram esse tipico arranjo 12-cys (a excecdo das crustinas do Tipo II
pertencentes aos grupos 11 e 12), sugerindo que o surgimento dessa familia de AMPs pode ter
sido possivelmente associado o acoplamento de um modulo cys-rich a uma linhagem
especifica de proteinas WAP presente em espécies ancestrais do subfilo Pancrustacea. Nessa
perspectiva hipotética, a adi¢do do modulo cys-rich a proteinas WAP teria provido uma
importante fun¢do na fisiologia desses animais e se expandido massivamente ao longo do
curso evolutivo para, mais tarde, dar origem a maior ¢ mais diversa familia de AMPs existente
em crustaceos. Assim, por serem amplamente encontradas em outros grupos € nao
desempenharem necessariamente nesses grupos fungdes antimicrobianas, as crustinas do Tipo
IIT (SWD) e IV (DWD), ausentes da unidade estrutural conservada que define essa familia,
sdo desconsideradas como crustinas verdadeiras.

Os resultados obtidos nesta tese de doutorado trouxeram um novo olhar para as
crustinas e revelaram, pela primeira vez, seu repertdrio integral em uma espécie de camarao
peneideo através de uma busca criteriosa pelo genoma. A identificagdo e caracterizagdo da
diversidade molecular das crustinas abriram imensos horizontes para o estudo funcional
dessas moléculas, permitindo investigar a participacdo dos diferentes grupos em distintos
aspectos da fisiologia de camardes peneideos e galgar, em etapas futuras, sua possivel
aplicagdo para biotecnologia marinha. Na verdade, essa ampla diversidade de moléculas pode
encontrar inimeras outras aplicagdes biotecnoldgicas, inclusive seu possivel uso para
tratamento de moléstias que afligem a satide humana e animal. De fato, diante da diversidade
molecular encontrada nesse trabalho e da descricdo de crustinas portando atividades
biologicas alternativas a funcao antimicrobiana (CHANG ef al., 2013; CHEN, Y. H. et al.,
2019; LIU et al., 2015; LV et al., 2020; STOSS et al., 2004), ¢ possivel inferir que a
extensiva diversificagdo molecular que parece ter acompanhado a histéria evolutiva das
crustinas em peneideos pode ter implicado igualmente na diversificagdo de suas fungdes
bioldgicas através de mecanismos de neofuncionalizagdo. Assim, seria plausivel classificar as
crustinas como “peptideos de defesa” (HDPs, do inglé€s host defense peptides) e ndo apenas
como peptideos antimicrobianos. O presente trabalho representa, portanto, o primeiro passo
na caracterizacao da diversidade de crustinas em camardes peneideos e oferece subsidios para
eventual utilizagdo em programas de selecdo assistida por marcadores genéticos e para a

compreensao da historia evolutiva das crustinas nos crustaceos decapodes.
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VII. CONCLUSOES E
PERSPECTIVAS
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CONCLUSOES

- As crustinas do Tipo Ila e IIb de camardes peneideos apresentam assinaturas moleculares
especificas de cada grupo e provavelmente evoluiram a partir de um gene ancestral comum

que conservou perfis similares de regulagdo transcricional.

- O camarao Litopenaeus vannamei possui um repertorio extenso e bioquimicamente diverso
de crustinas, codificadas por multiplos genes que apresentam organizagdes estruturais

diferentes e que sao amplamente distribuidos no genoma.

- A diversidade genética de crustinas em Litopenaeus vannamei deriva, em grande medida, de
mecanismos evolutivos predominantes como duplicacdo génica seguida de mutagdo, eventos

comuns na evolugdo de peptideos antimicrobianos de camardes peneideos.

- Os atuais sistemas de classificacdo das crustinas sdo restritivos e incapazes de abarcar toda a
diversidade molecular existente nessa familia, tornando necessaria uma revisdo sistematica
desses modelos de classificagao através da utilizagdo de assinaturas moleculares especificas

para defini¢do de grupos.

PERSPECTIVAS

- Investigar a diversidade molecular de crustinas em outras espécies de crustdceos decapodes

através da prospeccao em genomas disponiveis.

- Estudar o espectro de atividades biologicas in vitro dos diferentes grupos de crustinas

reconhecidos por meio da produgdo de proteinas recombinantes em sistemas heter6élogos.

- Investigar a participagdo in vivo das crustinas na imunidade de L. vannamei através de

silenciamento pds-transcricional via RNA de interferéncia.

- Analisar os mecanismos de regulacao de expressdo génica de cada um dos grupos para obter

pistas de sua participacdo em diferentes aspectos da fisiologia de L. vannamei.
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- Estabelecer possiveis rotas evolutivas associadas ao surgimento e diversificacdo das

crustinas em invertebrados.
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ANEXO 1. Folha de rosto do artigo 1, referente ao capitulo 1 da tese.

. marine drugs o)

Anticle

Specific Molecular Signatures for Type Il Crustins in
Penaeid Shrimp Uncovered by the Identification of
Crustin-Like Antimicrobial Peptides in

Litopenaeus vannamei

Cairé Barreto , Jaqueline da Rosa Coelho %, Jianbo Yuan 2, Jianhai Xiang %,

Luciane Maria Perazzolo ! and Rafael Diego Rosa '+ O

1 Laboratary of Immunclogy Applied to Aquaculture, Department of Cell Biology, Embryology and Genetics,
Federal University of Santa Catarina, Floranopalis S8040-900 SC,_ Brazil; cairebare togmail com (CB )
Rpquesombric@gmail com (Jd RC); Lm peraz zolo@ufsc be (1LMP)

2 Key Laboratory of Expenmental Marnne Biclogy Institute of Oceanology, Chinese Academy of Sciences,
Qingdao 266071, China; yuanjbéqdia.acan (.Y} fuiang@gdinacen (1X.)

*  Comespondence: rafael d rossBufec br; Tel: +55-48-77216163

Recerved: 30 August 2017; Accepied: 16 October 2017; Published: 16 January 2018

Abstrack Crustins form a large family of antimicrobial peptides (AMPs) in crustaceans composed of
four sub-groups (Types FIV). Type I crustins (Type [la or “Crustins” and Type [Ib or “Crustin-like”)
possess a typical hy drophobic N-te rminal region and are by far the most representative sub-group
found in penaeid shrimp. To gain insight into the molecular diversity of Type Il crustins in penaeids,
we identified and characterized a Type [Ib crustin in Litop i (Crustin-lilke Lo) and
compared Type Il crustins at both molecular and transcriptional levels. Although I a Type I1
m{&umlumﬁu:mhhlnjmem&dbymntmﬂqﬂmuhmdum
distribution (hemocytes and gills) and trarscriptional response to the shrimp pathogens Vilrio haroey
and White spot syndrome virus (WSSV). As Crustin Lo, Crustin-like Lo transcripts were found to
be present early in development, suggesting a maternal contribution to shrimp p Altogether,
our in silico and transcriptional data allowed to conclude that (1) each sub-type displays a specific
amino acid signature at the C-werminal end holding both the cysteine-rich region and the whey acidic
protein (WAF) domain, and that (2) shrimp Type Il crustins evolved from a common ancestral gene
that conserved a similar pattern of transcriptional regulation
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Aguaculture contributes more than one-third of the animal protein from
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ducts are derived from marine prot ly nferred to
as ‘marine invertebrates’. MM leddldup (Endymu
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ako suffer from devastating infectious diseases that disply intriguing simi-
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dicted to incresse in the future. This paper summarizes the mle of the
main pathogens and their i Hon with host ity, with a specific
focus on antimicrobial peptides (AMPs) and pathogen nsistance against
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Abstrack Ant-lipopolysaccharide factors (ALFs) ane antimicrobial peptides with a central P-hairpin
structune able to bind to microbial components. Mining sequence databases for ALFs allowed ws to
shanw the remarkable diversity of ALF sequences in shrimp. We found at least seven members of the
ALF family (Groups A te G, including bwo novel Groups (F and G), all of which are encoded by
different loci with comserved gene organization. Phylogenetic analyses mvealed that gene expansion
and subsequent diversification of the ALF family ocourned in crustaceans befom shrimp speciation
occurred. The transcripbional profile of ALFs was compared in terms of Hssue distribution, response
o fwo pathogens and during shrimp development in Litopenmass sommome, the most cultivated spacies.
ALFs were found to be constitutively expressed in bemocybes and to mapond differently to tissoe
damage. While synthetic f-hairpins of Growps E and G displayed both antibacterial and antifungal
activities, no activity was reconded for Group F B-hairpins. Albogether, our results showed that ALFs
form a family of shamp AMPs that has been the subject of intense diversification. The diffenent
genes differ in ferms of Hissue e xpression, regulation and fonction. These data strongly suggest that
maultiple sebection pressumes have ked to functional divessification of ALFz in shrimp.
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ABSTAACT Blg defensins, ancestors of g-defensins, are compased of a g-defensin
like C-tarminal domain and a globular hydrophobic ancestral N-terminal domain.
This uvdque structure s found In 2 limited number of phylegenetically distant spe-
ces, Incleding mollusks, ancestral chelicarates, and aarly-branching cephalochor-
dates, mostly [ving In marine envircnments. One puzzing evolutionary issue con-
cems the advantage for these species of having maintained a hydrophobie domain
Iost during ewolution toward p-defensins. Using native Bgation chemistry, we pro-
duced the oyster Crassostres gigos BigDef (C-BigDef1) and fs separate domains. O
Bigefi showsd saitstable and broad<ange bactencidal actrary, Including against
multidnug-resistant human clinical Isolates of Slgpiyiococous oureus, We found that the
ancestral N-terminal domain confers salt-stable arm?mmmﬂteﬂm
like domaln, which I5 otherwise Inactive. Moreover, upon contact with bacterla, the
N-termminal domain drives Cg-BigDefl assembly Inte nanonets that entrap and kill bacte
rla. We speculate that the hydrophobic N-temminal domain of big defensins has been re-
tained in mane phida to confer salt-stable Interactions with bactertal membranes in en-
wironments where elactostatic interactions are Impaked. Those remarcble proparties
open the way to future drug developments when physiological salt concentrations In-
hibit the antimicrobial acthvity of vertsbrate p-defensins,

IMPORTANCE p-Defensins are host defense peptides controlling Infections in spe-
cles ranging from humans to invertebrates. However, the antimicroblal activity of
maost human f-defensins &5 Impaired at physiological salt concentrations. We ex-
plored the propertes of big defensing, the B-defensin ancestors, which have besn
conserved In 3 number of manne arganisms, mainly mollusks. By facusing on a big
defensin from oyster (Cg-BigDef1), we showed that the N-teminal domain lost dur-
Ing evolution toward p-defensins confers bactertcidal activity to Cg-BIgDefT, even at
high salt concentrations. Cg-BigDef1 killed multidrug-resistant human clinical tsolates
of Sraphylococcus qurews. Moreover, the ancestral N-terminzl domain drove the as-
sembly of the big defensin Into nanonats In which bacterla are entrapped and killed.
This discovery may explain why the ancestral M-terminal domain has been main-
wined In diverse marine phyla and creates a new path of discovery to design
B-defersin denvatives active at physiclogical and high salt concentrations.
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Farfantepenaeus gene-encoded antimicrobial peptides: Identification, |
molecular characterization and gene expression in response to
fungal infections
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Feywords: The aim of this sdy was to identify and characterize, at the molecular and transcriptional levels, ssquences
e encoding the different members of the four families of shrimp antimicrobial peptides (AMPs) in species of the
Host defise pepeide (HDF) . The identificati F the AMP se - ed by in siico analysi Al as b
e gems Farfantepencens. The i cation of the AMP sequences was performed by in siico analysis as well as by

molecular coning and nucleatide sequencing. We identified all seven shrimp ALFs {(ALF-A 1o ALF-G), bath Type
[a and Type [T crustins as wedl as two stylicins (STY1 and 5TY2) in Foferepeaes. Only two genes (FENLZ
and PEN4) of the four-member penaeidin family (FEN1/2 to PENS) were found and this is the first report of
stylicins as well as of several additional members of ALFs, crusting and penssiding in species of the genus Far
fantepenmzens. All AMF genes have shown to be constitutively transcribed in the shrimp immune cells (hemao:
cytes), except for ALF-G. Finally, the transcriptional profile of the different AMPs was assessed in the hemocytes
of F. poulensis {pink shrimp) following an experimental infection with the opporfunistic filamentous fmgus
Frzarium soleal. We found that while the expression of ALF-B was induced at 24 b, the STY2 gene was down
regulated at 48 h post-challenge. These results provide evidence of the molecular diversty of AMPs from
shrimp af the gems Farfantepenaens in terms of sequences, binchemical properties and expression profiles in
responss to infections diseases.
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