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RESUMO

A pratica da aquicultura vem demonstrando um crescimento acentuado
globalmente, ganhando espaco no mercado brasileiro. Sua constante expansdo com
criacdes de variadas espécies permitiu ao Brasil atingir a oitava posi¢do na cultura de
organismos de agua doce. Um dos principais representantes desse ramo em
crescimento é o camardo de agua doce Macrobrachium rosenbergii De Man, 1879.
Sua producéo intensiva e alta densidade populacional o expbe a uma série de
microrganismos patogénicos, como a bactéria Aeromonas hydrophila, presente nos
ambientes aquaticos. Assim, 0 crustaceo necessita de um sistema imunoldgico
eficiente e ativo respondendo por meio de reacbes rapidas (resposta inata) aos
estimulos causados pelo meio. Por meio do sistema imunoldgico, a interacao entre as
células e tecidos do corpo € mediada visando a eliminagdo do agente infeccioso.
Pequenas cadeias de aminoacidos denominados de peptideos antimicrobianos
(PAMs) séo secretados e reagem de forma ativa no combate a infec¢des adversas.
Os PAMs sao considerados moléculas essenciais do sistema imunolégico inato,
estando presentes nas mais variadas espécies, encontrados amplamente distribuidos
nos organismos e sado eficientes na eliminacdo dos patégenos. O hepatopancreas é
um Orgdo essencial presente nos invertebrados e € considerado como fonte de
moléculas imunoldgicas. Este trabalho teve como objetivo avaliar a producédo de um
PAM especifico, denominado de Pellino-1, em resposta a injuria séptica causada por
A. hydrophila, em adultos de M. rosenbergii. A bactéria utilizada foi isolada de residuos
de agua de abatedouro bovino industrial e caracterizada por testes bioquimicos e
microbiolégicos. Os experimentos foram realizados no Nucleo Experimental de
Micologia Aplicada (NEMA), da Universidade Federal do Parana (UFPR) — Setor
Palotina. O perfil transcricional do gene Pellino foi analisado por RT-PCR semi-
guantitativa utilizando o gene da B-actina como normalizador da expressédo. Amostras
foram coletadas nos tempos 0, 12 e 24 horas ap0s infec¢cdo com a bactéria. O gene
B-actina foi expresso em todos os tratamentos testados estando presente nos
organismos de forma constitutiva, ja o gene Pellino apresentou uma regulacao positiva
(maior expressao) apds 12 horas de desafio séptico com a bactéria. Assim, foi possivel
observar que o hepatopancreas foi capaz de expressar genes relacionados com a
resposta imunologica do camaréo quando em situa¢ao de desafio com microrganismo
e gue as técnicas empregadas foram adequadas.

Palavras-chave: Carcinicultura. Camaréo dulcicola. Resposta imunoldgica. Atividade
antimicrobiana. Imunidade inata.



ABSTRACT

Aquaculture has been showing strong growth globally, gaining ground in the
Brazilian market. Its constant expansion with creations of various species allowed
Brazil to reach the eighth position in the culture of freshwater organisms. One of the
main representatives of this growing branch is the freshwater shrimp Macrobrachium
rosenbergii De Man, 1879. Its intensive production and high population density
exposes it to a series of pathogenic microorganisms, such as the Aeromonas
hydrophila bacteria, present in aquatic environments. Thus, the crustacean needs an
efficient and active immune system, responding through rapid reactions (innate
response) to stimuli caused by the environment. Through the immune system, the
interaction between cells and tissues in the body is mediated aiming at eliminating the
infectious agent. Small chains of amino acids called antimicrobial peptides (AMPs) are
secreted and actively react to fight adverse infections. AMPs are considered essential
molecules of the innate immune system, being present in the most varied species,
found widely distributed in organisms and are efficient in eliminating pathogens. The
hepatopancreas is an essential organ present in invertebrates and is considered a
source of immunological molecules. This work aimed to evaluate the production of a
specific AMP, called Pellino-1, in response to septic injury caused by A. hydrophila, in
adults of M. rosenbergii. The bacteria used was isolated from waste water from an
industrial bovine slaughterhouse and characterized by biochemical and microbiological
tests. The experiments were carried out at the Experimental Nucleus of Applied
Mycology (NEMA), at the Universidade Federal do Parand (UFPR) — Setor Palotina.
The transcriptional profile of the Pellino gene was analyzed by semi-quantitative RT-
PCR using the B-actin gene as expression normalizer. Samples were collected at times
0, 12 and 24 hours after infection with the bacteria. The (-actin gene was expressed
in all the treatments tested, being constitutively present in the organisms, while the
Pellino gene showed up-regulation (higher expression) after 12 hours of septic
challenge with the bacteria. Thus, it was possible to observe that the hepatopancreas
was able to express genes related to the immunological response of shrimp when in a
situation of challenge with a microorganism and that the techniques used were
adequate.

Keywords: Shrimp farming. Fresh shrimp. Immune response. Antimicrobian activity.
Innate immunity.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura é definida como a producédo de organismos aquaticos,
sendo eles: peixes, moluscos, crustaceos e também plantas aquaticas, assim, o
cultivo e criacdo destes organismos tem como finalidade melhorar a producéao,
fazendo uso de regularidade nas estocagens, alimentacdo adequada, além de
oferecer protecdo contra predadores (FAO, 2021).

A producado mundial de animais aquaticos apresentou um aumento de
3,7% para o ano de 2019 em comparacao ao ano anterior, alcangando 177,8
milhdes de toneladas. O valor estimado com a comercializacao foi de 406 bilhdes
de dolares americanos, sendo que deste montante US$ 260 bilhdes sé&o
provenientes da aquicultura (FAO, 2021).

Um dos ramos relacionados a aquicultura que esta sendo evidenciado
frequentemente é o cultivo de camaré&o para consumo humano, tanto o camaréo
marinho quanto o de agua doce, tornando-se um importante setor econémico na
producdo de alimentos, devido, principalmente, as proteinas disponiveis
presentes na carne de camarao (AYISI et al., 2017). Em 2019, o camardo
representou cerca de 16% do total dos produtos pesqueiros comercializados
internacionalmente (FAO, 2021). O camarao € considerado uma das principais
commodities, dentre os produtos aquicolas (BALLESTER et al., 2017). Assim, a
aquicultura demonstra-se uma alternativa sustentavel de cultivo, visando
amenizar as perdas causadas aos estoques ambientais devido a sobre-
exploracdo das espécies de camardo, pois este excesso de exploragao resulta
no declinio dos estoques naturais e consequentemente, dano a genética das
populacées de crustaceos (BLANCK et al., 2013).

O Brasil demonstra dominio na tecnologia de criagdo do camarao
dulcicola podendo, portanto, adapta-la as diferentes regides brasileiras e desta
forma, vem apresentando destaque mundial, estando entre os maiores
produtores de crustaceos de agua doce (RIBEIRO; LOGATO, 2002). Sendo
assim, € imprescindivel a selecdo e avaliacdo dos alimentos do ponto de vista
da qualidade, visando atender as legislacbes alimentares tanto dos paises
produtores quanto as demandas e exigéncias dos clientes (HAIDER et al., 2011).

O maior camardo de agua doce encontrado dentre os camardes
existentes € a espécie Macrobrachium rosenbergii (De Man, 1879), considerado

o preferido entre os consumidores por peculiaridades como seu sabor, tamanho
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e cor (HAIDER et al., 2011). A producdo aquicola desta espécie é altamente
promissora devido a caracteristicas como seu alto valor comercial para
exportacao e crescimento rapido, e em virtude disto, apresenta grande potencial
para cultivo em tanques de agua doce (CHAND; SAHOO, 2006; FENG et al.,
2019). A espécie foi considerada adequada para cultivo segundo os autores
Nguyen et al. (2019), pois apresenta boas taxas de crescimento e sobrevivéncia.

O interesse pela cultura torna-se maior a medida que as tecnologias e a
padronizacdo de técnicas de cultivo avancam, dessa forma, o controle das
doencas, bem como, a prevencédo tornam-se indispensaveis para manter o setor
aguicola em desenvolvimento (CHAND; SAHOO, 2006). Porém, as doencas sao
um dos principais problemas encontrados nos incubatérios e bercéarios, que sao
capazes de interferir diretamente na qualidade das larvas produzidas, resultando
em baixo rendimento e mortalidades em massa, restringindo assim a producéo
regular de pos-larvas de alta qualidade (NHAN et al., 2010).

O surgimento de inumeras doencas infecciosas e ataque de patdgenos,
fazem com que a cultura do camaréo esteja ameacada (REECE et al., 2015).
Antibidticos e desinfetantes ainda sdo as metodologias convencionais mais
utilizadas para o controle de infeccbes bacterianas nos incubatérios de camaréo,
no entanto, técnicas alternativas de controle, que sejam ecolégicas (como por
exemplo, formas de controle biolégico) e visem a manutencdo da saude dos
animais precisam ser desenvolvidas rapidamente (NHAN et al., 2010). O sistema
imunologico presente naturalmente nos organismos interage para que ocorra a
eliminacdo de agentes patogénicos. Diferentes classes de patdégenos séo
responsaveis pela ativacdo da resposta imunoldgica inata nos organismos
invertebrados, de forma distinta. A presenca de patégenos na hemolinfa (liquido
circulatério dos invertebrados), faz com que as células imunes secretem
pequenas cadeias de aminoacidos, denominadas de peptideos antimicrobianos
ou PAMs (REECE et al., 2015). Essas moléculas, podem ser expressas em um
organismo, de maneira constitutiva ou indutiva, por meio das respostas a
exposicdo do organismo aos microrganismos invasores (TEIXEIRA; FEIO;
BASTOS, 2012).

Para que o cultivo de camaréo de 4gua doce em cativeiro seja possivel,
muito tem sido feito até o momento e, apesar da crescente evolucdo da

tecnologia de cultivo, os camardes cultivados apresentam em meédia, peso
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corporal inferior quando comparado aos animais nativos, assim, acdes que
incrementem a producéo e a sustentabilidade, reduzindo os custos de producéao,
otimizando o uso de recursos e preservando o meio ambiente sdo necessarias
(BLANCK et al., 2016), para que a cultura possa continuar progredindo e sendo
vantajosa do ponto de vista comercial, além de dispor de animais saudaveis,
possuindo sistema imunoldgico ativo e também livres de doencas.

Neste cenario, este trabalho foi planejado visando avaliar uma parte da
resposta imunologica do camarédo de agua doce M. rosenbergii, por meio da
caracterizacao do perfil transcricional de um gene relacionado com a producéo
de peptideo antimicrobiano, quando submetido a injaria séptica causada por

Aeromonas hydrophila.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ESPECIE Macrobrachium rosenbergii

Conhecido também como camardo gigante de agua doce, a espécie
Macrobrachium rosenbergii € cultivada em larga escala em muitos paises,
porém, € nativo da regido do sudeste Asiatico, de paises como Vietna, Tailandia,
Camboja, Malasia, Mianmar, Bangladesh, india, Sri Lanka e Filipinas (HAMEED,
2009). Em locais como Bangladesh, um grande exportador deste camaréo, M.
rosenbergii pode ser capturado em fontes naturais, além disso, com a demanda
crescente do mercado internacional devido a grande aceitacdo do produto, o
cultivo M. rosenbergii esta se expandindo rapidamente por todo o pais (HAIDER
et al., 2011). Transferida de sua faixa geogréfica natural, esta espécie foi
introduzida em muitas outras zonas tropicais e subtropicais do mundo, onde
pudesse se estabelecer (NEW, 2002).

Atualmente, M. rosenbergii ainda se destaca como um dos crustaceos
mais importantes economicamente, e dessa forma, o cultivo em larga escala da
espécie ocorre em diferentes partes do mundo (RAO et al., 2016; JARIYAPONG
etal., 2019; PUDGERD et al., 2019). A espécie foi introduzida em diversas outras
regides, e ha registros de sua ocorréncia em pelo menos 40 paises (IKETANI et
al., 2011; ANGER, 2013).

No Brasil, a espécie foi relatada na década de 1970, em meados do ano
de 1977, a Universidade Federal de Pernambuco, por meio do Departamento de
Oceanografia importou larvas provenientes do Havai, a partir deste momento
desenvolveu-se a cultura em laboratério, e estima-se que no ano de 2007,
existiam cerca de 450 pequenas fazendas de criacdo (NOMURA, 1986; NEW et
al., 2010). Em paises como Brasil, india e Tailandia, onde a espécie foi inserida
em reservatérios, conforme foi relatado por New (2002), obtendo sucesso em
sua introducédo, sendo que no Brasil, € atualmente a espécie mais favorecida
para cultivo e exploracédo. Sao encontrados na literatura registros da ocorréncia
desta espécie em diferentes estados brasileiros (GAZOLA-SILVA; MELO,
VITULE 2007), como em algumas bacias hidrograficas no Parana (SILVA,
BALLESTER; CUNICO, 2020).
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Algumas espécies podem preferir para seu desenvolvimento, condi¢cdes
de rios de aguas limpas, outros porém, como € o caso do M. rosenberqgii,
priorizam condicdes extremamente turvas em ambientes tropicais de agua doce
(NEW, 2002; TIRUVAYIPATI; BHASSU, 2016). O pH ideal para o cultivo de M.
rosenbergii € de 7,0 a 8,5 e a temperatura ideal para crescimento da espécie
encontra-se entre 27 a 31 °C, cultivos a temperatura de 29 °C possibilitam maior
movimentacao e captura de alimento pela espécie, temperaturas abaixo dos 24
°C causam reducéo no consumo alimentar, sendo que temperaturas inferiores a
20 °C sdo consideradas criticas para a sobrevivéncia e entre 13 e 14 °C sdo
letais para M. rosenbergii (NEW, 2002; VOGEL et al., 2016).

Nos ambientes aquaticos, M. rosenbergii pode ser encontrado nos
fundos de rios, lagos, reservatérios e estuarios, fazendo parte da macrofauna
bentbnica. Para sua locomocao quando percebe situacdes de perigo a espécie
contrai a musculatura abdominal e pode movimentar-se com grande rapidez para
tras utilizando o batimento de seu leque caudal (PINHEIRO; HEBLING, 1998).

2.2 O SISTEMA IMUNOLOGICO DO CAMARAO

Uma das principais preocupacdes na criacdo dos camarbes é a
prevencao de possiveis surtos patoldgicos, necessitando-se para tal, um elevado
conhecimento sobre a imunidade e a resposta aos organismos invasores
(TASSANAKAJON et al., 2018).

Uma espécie de patdbgeno amplamente distribuido pelo ambiente
aquatico é a Aeromonas hydrophila. Caracteristicamente, sdo bactérias Gram-
negativas, anaeroObias facultativas, ndo formadora de esporos e possuem
formato de bastonete, apresentam motilidade através de um unico flagelo, sé@o
catalase e oxidase positivas e fermentadoras de glicose. A temperatura ideal de
crescimento é aproximadamente 28 °C, porém algumas cepas podem crescer
em temperaturas tdo baixas quanto -0,1 °C. N&o séo tolerantes a salinidade,
portanto, o principal local onde A. hydrophila, pode ser encontrada séao lagos e
corregos de agua doce ou também em redes de esgoto (DASKALOV, 2006;
SAMAYANPAULRAJ et al., 2020).

A. hydrophila sdo organismos causadores de doencas zoonaticas (que

podem ser transmitidas de animais para humanos e vice-versa), com a agua
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sendo um importante veiculo de contamina¢cdo. Em humanos, sdo causadores
de gastroenterites. Essa espécie € encontrada em muitos produtos alimenticios
como frutos do mar, moluscos, alimentos crus de origem animal (aves, carne
moida, leite cru e vegetais crus). Sdo patégenos de animais aquaticos e em
temperatura de refrigeracdo produzem exotoxinas (DASKALOV, 2006;
PEIXOTO et al., 2012). Surtos causados por A. hydrophila relacionam-se com
mudancas na suscetibilidade do hospedeiro, muitas vezes ocasionados por
alteracdes ambientais (SAMAYANPAULRAJ et al., 2020).

Durante uma infeccéo, proteinas de reconhecimento detectam a presenca
dos patégenos rapidamente apés a invaséo, e logo apos ocorre a sinalizacéo da
inflamacdo através das vias de sinalizacdo do sistema imunolégico
(TASSANAKAJON et al., 2018).

A compreensdo dos mecanismos de defesa do sistema imunoldgico do
camarao frente ao ataque de patdégenos pode fornecer informacfes essenciais
para desenvolvimento de métodos de controle mais eficazes (TASSANAKAJON
et al., 2013; TASSANAKAJON et al., 2018). Contudo, para o controle das
doencas, convencionalmente ainda se faz uso de antibiéticos (CHOMWONG et
al, 2018), podendo resultar em patdgenos resistentes devido ao uso

indiscriminado destas drogas.

2.3 PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS (PAMS)

Dentre as moléculas que compdem o sistema imune, uma nova classe
vem sendo estudada, sdo os denominados peptideos antimicrobianos (PAMS).
Consideradas como moléculas essenciais do sistema imune inato, os PAMs
apresentam grande espectro de a¢cdo e como particularidade sao eficientes no
combate aos patégenos (RICILUCA, 2016). Diversas propriedades relacionadas
ao potencial de modulagéo da resposta imune, sédo atribuidas aos peptideos de
defesa do hospedeiro em muitos organismos, estes peptideos sdo conhecidos
como PAMs (TEIXEIRA; FEIO; BASTOS, 2012).

PAMs apresentam o potencial de modular a resposta imune,
principalmente a inata, através de uma ampla variedade de mecanismos, sendo

gue estas moléculas podem integrar, organizar, e estruturar a imunidade inata



15

do hospedeiro de diversas formas (TEIXEIRA; FEIO; BASTOS, 2012; RICILUCA,
2016).

Caracteristicamente os PAMs sdo moléculas relativamente pequenas,
normalmente apresentam menos de 150 — 200 residuos de aminoacidos e
devido a esta caracteristica séo sintetizados com baixo consumo energético e
de biomassa (ZUCCA; SCUTERA; SAVOIA, 2011; PASUPULETI
SCHMIDTCHEN; MALMSTEN, 2012; TASSANAKAJON et al., 2013; CAETANO;
QUEIROZ, 2014). Podem ser encontrados circulando nos organismos, estando
amplamente distribuidos (RICILUCA, 2016).

PAMs sao codificados pela clivagem de genes e peptideos derivados de
proteinas maiores, apresentam estrutura anfipatica e de acordo com sua carga
elétrica liquida sdo classificados como catibnicos e aniénicos (BULET,;
STOCKLIN; MENIN, 2004; TASSANAKAJON et al., 2013; TASSANAKAJON et
al., 2018). Nas espécies de camardo, PAMs catibnicos podem ser comumente
encontrados, ao mesmo tempo que os PAMs anibnicos sdo menos comuns
possuindo apenas, os ALFs (fatores anti-lipopolissacarideos) e a stylicina
(peptideo derivado da hemocianina) (TASSANAKAJON et al., 2013;
TASSANAKAJON et al., 2018).

Os PAMs sdo produzidos como proteinas precursoras, ficando
armazenados nos hemocitos granulares, e apés uma inducdo de resposta
imunolégica sdo prontamente liberados (PASUPULETI; SCHMIDTCHEN;
MALMSTEN, 2012; TASSANAKAJON et al., 2013; TASSANAKAJON et al.,
2018). Evidéncias sugerem que os PAMs podem desempenhar funcéo vital na
imunidade, seja diretamente por meio da acdo antibacteriana ou atuando por
meio das respostas imunes inatas e adaptativas (TEIXEIRA; FEIO; BASTOS,
2012).

PAMs podem eliminar bactérias e outros patdogenos de modo seletivo,
rompendo a integridade da membrana da célula alvo intercalando-se na
membrana das células. O modo que os PAMs atuam é determinado
principalmente pela a sua conformacao estrutural, carga e anfipaticidade (ROSA;
BARRACCO, 2010; FAN et al., 2020).

PAMs podem ser induzidos de forma sistémica no hospedeiro, geralmente
localizam-se em células ou tecidos especificos e mais suscetiveis a uma

infeccdo por um conjunto especifico de patdgenos. A compartimentalizacao
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entre producao/distribuicdo dos PAMs demonstra ser uma alternativa importante
de acordo com o tipo e a especificidade do patdgeno invasor, pois isto implica
nao somente em uma regulacdo especifica a nivel celular, mas também uma
distribuicdo polarizada no hospedeiro (TEIXEIRA; FEIO; BASTOS, 2012).

Existem diferentes classes de PAMs j& conhecidos, sendo que um
mesmo organismo pode sintetizar este componente de mais de uma classe,
possuindo atividade biolégica complementar a atividade antimicrobiana
(ALMEIDA, 2007). O camardo, assim como a maioria dos artropodes, produz
PAMs que se tornam ativos contra um grande niumero de patégenos. Geralmente
0 mecanismo de acdo dos PAMs ocorre nas membranas dos microrganismos,
onde através da desagregacao de suas membranas plasméaticas podem inativar
ou eliminar os invasores, causando desequilibrio nas fungBes por meio da
interagdo eletrostatica com os fosfolipidios aniénicos da membrana, também séo
capazes de se intercalar entre a bicamada lipidica, formando poros, levando ao
extravasamento dos conteudos citoplasmaticos e consequentemente a morte do
microrganismo (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2007; REECE et al., 2015;
RICILUCA, 2016).

Encontra-se  disponivel atualmente uma base de dados
(http://aps.unmc.edu/AP/main.php), com cerca de 3 mil sequéncias de PAMs
depositadas para as mais diversas espécies. Neste banco de dados é possivel
a consulta por nome do PAM ou espécie de interesse, e possui a finalidade de
auxiliar na disseminacéao de forma sistémica do conhecimento obtido, bem como
na identificacdo de novas moléculas de PAMs.

Para a espécie M. rosenbergii, consta na base de dados dos PAMs um
importante peptideo catidénico, denominado de Pellino-1. As proteinas Pellino
possuem importante funcdo imunoldgica, e sdo proteinas que apresentam
estruturas conservadas evolutivamente. Pellino-1 € um importante modulador do
sistema imune em M. rosenbergii, atuando na regulacdo de varias vias de
sinalizag&o imunologica (RAVICHANDRAN et al., 2016).

PAMs produzidos por varias espécies de camardo tém atraido atencao
dos pesquisadores devido a sua capacidade de eliminar bactérias ou virus,
desempenhando papel fundamental na imunidade. Ja foram relatados em
camardo diferentes tipos de PAMs, que poderiam eventualmente serem

utilizados na aquicultura no combate a doencas, pois sao considerados como 0s
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principais efetores imunes humorais, sendo especialmente C(teis para
sobrevivéncia dos camarfes durante uma invasao patogénica (LI; XIANG, 2013;
TASSANAKAJON et al., 2013; TASSANAKAJON et al., 2018). Nos crustaceos
dulcicolas, diversos tipos de PAMs foram identificados e caracterizados, como
por exemplo: ALFs, crustinas e lisozimas (HUANG; REN, 2020).

Assim, os PAMs sao responsaveis pela protecdo dos camardes frente a
infeccdes através da morte direta dos patdgenos, pela modulacao das respostas
imunes ou ainda possuindo efeitos de prevencao e profilaxia representando uma
alternativa a medicamentos tradicionais devido ao seu potencial uso terapéutico
e surgindo com uma importante estratégia para eliminar surtos de doencas
graves (TASSANAKAJON et al., 2011). Em consequéncia do desenvolvimento
rapido da resisténcia microbiana frente aos antibidticos convencionais utilizados
atualmente, os PAMs vém sendo cada vez mais estudados contribuindo com
descobertas de novas substancias farmacéuticas e mecanismos de defesas
devido ao amplo espectro observado nos PAMs (TEIXEIRA; FEIO; BASTOS,
2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar e comparar o nivel de expressao transcricional de um gene
relacionado com a resposta imunolégica, denominado de Pellino-1, envolvido na
producao de peptideo antimicrobiano do camaréao de agua doce Macrobrachium
rosenbergii, no hepatopancreas antes e apds desafio séptico com Aeromonas
hydrophila.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtencéo e confirmacéo do género e espécie da bactéria utilizada no
desafio séptico (Aeromonas hydrophila) através da caracterizacao
morfoldgica e bioquimica do isolado;

e Determinar se o0 gene avaliado relacionado ao sistema imunolégico de
M. rosenbergii pode ser expresso diferencialmente no
hepatopéncreas;

e Comparar o nivel de expresséo transcricional deste gene expresso no
hepatopancreas de camardes experimentalmente infectados com A.
hydrophila e em animais néao infectados;

e Verificar se o gene Pellino-1 ao qual sera avaliado pode ser expresso
de forma diferencial entre os tempos avaliados (tempo O horas, 12
horas e 24 horas apOs injecdo) nos animais desafiados e néo

desafiados com a bactéria.
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no laboratério do Nducleo
Experimental de Micologia Aplicada (NEMA) da Universidade Federal do Parana
(UFPR) — Setor Palotina. Para o experimento, foram utilizados individuos adultos
da espécie M. rosenbergii.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente randdémico,
composto por trés repeticdes por tratamento. Os tratamentos foram: controle
(T1), animais infectados por A. hydrophila com 12 horas pos infeccdo (T2) e
animais infectados por A. hydrophila com 24 horas pos infeccédo (T3). Cada
tratamento permaneceu acondicionado e distribuido em baldes com capacidade
de 20 litros. Nos baldes foram colocados 6 litros de agua proveniente do cultivo
e para cada balde a aeracéo fornecida foi forcada por meio de oxigenadores. Os
animais permaneceram de forma individualizada acondicionados em cada balde
durante o experimento. A qualidade da agua foi monitorada no cultivo e no
momento das coletas foram realizados controle da temperatura por meio de
termdémetro e de pH através do equipamento de pHmetro de bancada. Os
animais foram alimentados com racdo comercial e permaneceram nessas
condicBes por 36 horas antes do inicio do experimento para adaptacdo. O peso
de todos os animais e o peso do hepatopancreas foram obtidos no momento das
coletas.

4.1 COLETA DOS ANIMAIS E ISOLAMENTO DA BACTERIA

Os exemplares de camardo da espécie M. rosenbergii utilizados nos
experimentos, foram capturados de sistemas de cultivo localizados na regido
Oeste do Parana, gentilmente cedidos pelo professor Dr. Eduardo Luis Cupertino
Ballester.

A bactéria Aeromonas hydrophila utilizada no desafio séptico dos
camarbes €& proveniente de isolados encontrados em aguas residuais de

abatedouro bovino, e foi gentilmente cedida pela professora Dra. Eliane Hermes.
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4.2 CARACTERIZACAO FENOTIPICA DO ISOLADO DE A. hydrophila E TESTE
DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS (TSA)

Foram realizados alguns testes bioquimicos para a caracterizagéo de A.
hydrophila, sendo os testes de Lactose gelatina, MIO (Motilidade, Indol e
Ornitina), SIM (Sulfeto de Hidrogénio, Indol e Motilidade), LMI (Lisina, Motilidade
e Indol) e Citrato. Todos os reagentes utilizados eram da marca Laborclin®.
Também foram analisados os potenciais da bactéria para producédo de catalase,
através do teste da catalase em lamina, coloracdo de Gram, crescimento em
meio seletivo (TCBS — Tiossulfato-Citrato-Bile-Sacarose) e susceptibilidade a
antibidticos.

Para a realizacdo dos testes foram utilizadas col6nias de até 24 horas
de A. hydrophila crescidas em meio Agar Triptona de Soja (TSA) a 30°C. Nos
ensaios de Lactose gelatina, MIO, SIM e LMI utilizou se a técnica pico central
sem encostar a alca bacteriolégica no fundo dos tubos. Para o teste do citrato, o
inoculo foi estriado na superficie do agar inclinado. A analise dos resultados foi
realizada apés incubacdo dos tubos teste por 24 horas em estufa a 30 °C. Todos

os testes foram realizados de acordo com as instrucfes do fabricante.

4.2.1 Teste da Catalase

O teste da catalase foi realizado depositando uma col6nia, obtida de uma
cultura recente de até 24 horas de A. hydrophila, sobre uma lamina de
microscopia. Sobre a col6nia adicionou-se uma gota de peroxido de hidrogénio
a 3%. O resultado foi interpretado na sequéncia em que, caso houvesse a
formacdo de bolhas indicaria que presenca da acdo da enzima catalase em

hidrolisar o peroxido de hidrogénio, produzindo agua e oxigénio.

4.2.2 Coloracdo de Gram

Para confirmar a identidade do isolado de A. hydrophila além dos testes
bioguimicos, foi ainda realizada o teste microbioldgico de coloracdo de Gram.
Este procedimento permite que as bactérias retenham a cor com base nas

diferencas nas propriedades quimicas e fisicas da composicdo da parede
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celular. A coloracao envolve 3 etapas principais: Coloragcédo com violeta de cristal
(corante soluvel em agua, roxo), Descoloracéo (utilizando etanol + acetona), e
Contra-coloracgéao (utilizando corante Fucsina ou Safranina, vermelho).

Primeiramente foi depositado no centro de uma lamina de microscopia
uma gota de solugéo salina (NaCl 0,9% p/v) e na sequéncia sobre a solucdo
salina colocou-se uma colonia da bactéria de interesse com movimentos
circulares. A solucao salina foi evaporada sobre o bico de Bunsen e as bactérias
puderam fixar-se na lamina. O esfregaco foi coberto com cristal violeta por
aproximadamente 1 minuto. O cristal violeta é retido na parede bacteriana
apenas de microrganismos Gram positivos. Em seguida, a lamina foi lavada com
agua destilada e adicionou-se lugol com a finalidade de fixar o corante cristal
violeta, deixado por aproximadamente 1 minuto.

Com a lamina inclinada, passou-se varias vezes a solucdo de
descoloracédo, aguardando-se aproximadamente 30 segundos e em seguida
procedeu-se a lavagem da lamina. Por ultimo adicionou-se a safranina e
aguardou-se aproximadamente 45 segundos.

O teste foi realizado em duplicata e os resultados foram analisados

prontamente.

4.2.3 Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos (TSA)

O antibiograma para a determinacdo do perfil de susceptibilidade a
antibioticos foi realizado pela técnica de Kirby-Bauer (BAUER et al., 1966), por
meio de disco-difusdo, em que, foi realizada uma suspensdo de colbnias
bacterianas em solugéo salina estéril (NaCl 0,9% p/v) de uma cultura de até 24
horas de A. hydrophila até atingir o padréo de turbidez 0,5 comparando-se com
a escala de MacFarland.

A suspensao bacteriana foi semeada em toda a placa de agar Mueller-
Hinton (MH), com o auxilio de um swab estéril, em trés planos, para que
houvesse crescimento confluente. Discos de papel contendo os antimicrobianos
(em concentracdes padronizadas) foram adicionados a placa de cultivo com o
auxilio de uma pinca estéril, sem ultrapassar 15 minutos apoés a inoculacdo da

bactéria. Em cada placa adicionou-se 4 antibioticos diferentes.
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Foram utilizados os seguintes antibiéticos: AMI (Amicacina 30ug), AMO
(Amoxicilina 10ug), PEN (Penicilina 10ug), OXA (Oxacilina 01ug), CLI
(Clindamicina 02ug), NOR (Norfloxacina 10ug), NAL (Acido Nalidixico 30ug), ERI
(Eritromicina 15ug), CFC (Cefaclor 30ug) e CLO (Cloranfenicol 30ug). As placas
foram incubadas em estufa a 30°C durante 12 a 18 horas e na sequéncia a leitura

dos resultados foi realizada.

4.2.4 Obtencédo do Inoculo para Desafio Séptico

A cultura das células bacterianas para desafio séptico de A. hydrophila
foi realizada em placas contendo meio Muller-Hinton (MH), com crescimento a
30°C em estufa microbiolégica por um periodo de 24 horas.

Para o preparo do inoculo, colonias da cultura foram ressuspendidas em
solucédo salina (NaCl 0,9% p/v). A concentracdo bacteriana foi ajustada em
espectrofotdometro, em comprimento de onda de 600 nm, para a densidade 6ptica
correspondente a 1,5x108 UFC/mL no momento da aplicagdo nos animais
desafiados.

4.3 DESAFIO IMUNOLOGICO

Para andlises do desafio imunoldgico foi testada a resposta de um grupo
de adultos de M. rosenbergii. As amostras deste grupo foram avaliadas em
triplicata.

As coletas de hepatopancreas foram realizadas logo ap6s o desafio
séptico com A. hydrophila (tempo 0), 12 horas apés a infeccao (tempo 12) e 24
horas apds a infeccdo (tempo 24). Sendo que cada tratamento foi composto da

seguinte forma:

Tempo zero (0): 3 animais néo infectados com a bactéria (controle) e 3 infectados
com Aeromonas hydrophila;

Tempo doze (12) horas: 3 animais nao infectados com a bactéria (controle) e 3
infectados com Aeromonas hydrophila;

Tempo vinte e quatro (24) horas: 3 animais nédo infectados com a bactéria
(controle) e 3 infectados com Aeromonas hydrophila.
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Apés a aclimatacdo dos animais nos baldes, foi injetado
intraperitonealmente 30uL da solugdo contendo as bactérias em cada animal
desafiado e 30uL de solucao salina (0,9% p/v) nos animais do grupo controle
(n&o desafiados), de forma que todos os grupos estiveram sujeitos a condi¢des
de manipulagéo e estresse semelhantes. ApGs a inoculagéo, a primeira coleta
foi realizada e as demais foram realizadas nos tempos previstos do experimento
(12 e 24 horas).

4.4 COAGULACAO DA HEMOLINFA

Ensaios do tempo de coagulacdo foram realizados a partir da extracéo
da hemolinfa na regido ventral do abdémen dos animais, utilizando-se uma
agulha (13x0,4 mm) acoplada a uma seringa estéril de 5 mL sem a utilizacao de
anticoagulantes. Primeiramente os camarfes da espécie M. rosenbergii foram
pesados em balanca digital de precisdo e os valores foram registrados. Na
sequéncia, uma pequena quantidade de hemolinfa (aproximadamente 500pL) foi
depositada individualmente sobre laminas de microscopia. A amostra coletada
foi esfregada contra a lamina até que houvesse a coagulacdo, em que a
hemolinfa passa a apresentar um aspecto gelatinoso. O tempo de coagulacdo

da hemolinfa (TCH) foi medido em triplicata com auxilio de um cronémetro.

4.5 COLETA DOS TECIDOS PARA EXTRACAO DO RNA TOTAL

Apbs a obtencdo da hemolinfa e realizacdo do TCH, os camardes foram
sacrificados por hipotermia, onde foram imersos em agua e gelo (0°C por 10
minutos) para a dissecc¢éo do hepatopancreas. A extracédo foi feita com o auxilio
de pinca e tesoura estéril, realizando-se uma incisdo mediana nos animais para
a retirada total do 6rgao.

Todos os 6rgéaos coletados foram preservados em solucéo de RNAlater
Stabilization Solution® (Invitrogen) e mantidos em freezer (-20°C) até posterior

utilizagcéo, onde as amostras seguiram para analises de extracdo de RNA total.
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4.6 EXTRACAO DE RNA TOTAL E SINTESE DE cDNA

Para avaliar a expressao génica no hepatopancreas, o RNA total foi
extraido das amostras em todas as condi¢des experimentais propostas (animais
estimulados e nédo estimulados). As amostras coletadas foram processadas
utilizando-se o kit de extracdo SV Total RNA Isolation (Promega) de acordo com
as instrucdes do fabricante. A concentracdo das amostras foi determinada pela
leitura de absorbancia em espectrofotometro (NanoDrop® 2000 - Thermo
Scientific).

Em seguida, com o RNA total extraido e quantificado foi realizada a
sintese do cDNA com o Kit GoScript™ Reverse Transcription System (Promega),

seguindo as instrucdes do fabricante.

4.7 ESCOLHA DOS INICIADORES

Para as andlises de expressdo génica foi escolhido um gene que é
responsavel pela expressao de PAMs em M. rosenbergii, com base na literatura
cientifica, sendo esse gene denominado de Pellino-1. O gene para [-actina foi
utilizado como normalizador da expressao génica. A seguir (Tabela 1), estédo

apresentados os iniciadores utilizados para a analise.

TABELA 1 — TABELA DE INICIADORES UTILIZADOS NAS REACOES DE EXPRESSAO
GENICA EM M. rosenbergii.

Primer Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5°-3’) PAM

MrPeli-1

(MDN) GCCAAGCATCACCTCAAGTA CGTCTGTGGAGGACAAACTTAC Pellino
r

Mr Actin CCCAGAGCAAGAGAGGTA GCGTATCCTTCGTAGATGGG Controle

FONTE: A Autora (2021).

4.8 PCR CONVENCIONAL (END POINT) APOS TRANSCRICAO
REVERSA

As reacdes de PCR foram realizadas em um volume final de 20uL
contendo no mix reacional: 0,8uL de MgClz (50 mM), 0,25uL de dNTP Mix (40

mM), 1,25uL dos iniciadores (primers) senso (forward) e antissenso (reverse) a
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10 uM, 4uL de tampéo 5x, 1U da enzima Taq DNA Polimerase (5U/ul), 12,2 uL
de agua ultrapura e 5uL de cDNA. As reacbes de PCR, foram realizadas em
termociclador (Applied Biosystems, modelo 2720) usando as condi¢cdes de
ciclagem: desnaturacdo a 95°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 50°C (temperatura de
acordo com o par de iniciadores utilizados) por 30 segundos, extensédo a 72°C
por 30 segundos e extensao final a 72°C por 10 minutos. Os produtos de
amplificacdo de cada gene foram visualizados em gel de agarose a 2% em
tampédo TBE 1x (Tris-base 90 mM, acido bérico 90 mM, EDTA 2 mM pH 8,0),
corados com brometo de etideo (0,1ug/mL) e os amplicons foram comparados
com padrédo molecular de 100 pb (Ludwig Biotecnologia).

A expressao dos genes deste trabalho foi avaliada de forma semi-

quantitativa.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO FENOTIPICA DO ISOLADO BACTERIANO

Os resultados dos ensaios bioquimicos realizados para a bactéria A.

hydrophila estdo resumidos na Tabela 2 e Figura 1.

TABELA 2 — RESULTADOS DOS ENSAIOS BIOQUIMICOS, REALIZADOS PARA O ISOLADO
DE Aeromonas hydrophila.

Testes Bioquimicos Propriedades de A. hydrophila

_ Hidrélise da gelatina +
Lactose gelatina ~
Fermentacgé&o da lactose +
Motilidade +
MIO Indol —

Ornitina —

Sulfeto de hidrogénio —

SIM Indol —
Motilidade +
Lisina +
LMI Motilidade +
Indol —
Citrato +
Catalase +

FONTE: A Autora (2021).

O isolado testado foi capaz de liquefazer a gelatina, no meio Lactose
gelatina. Esse meio é normalmente utilizado para detectar espécies de
Clostridium spp. em amostras de alimentos. Para o isolado em estudo, o principal
objetivo foi verificar a capacidade de liquefazer a gelatina, uma caracteristica de
bactérias com potencial proteolitico. A cor vermelha do meio sofreu alteracao,
permanecendo com tonalidade amarelada ao final da incubacdo do meio, isto
pode ser explicado devido a capacidade do isolado em fermentar a lactose
presente no meio (UEMURA, 2019).

A. hydrophila apresentou resultado positivo para motilidade, tanto em
meio MIO como em meio SIM e LMI, representada pelo crescimento axial em
torno do pico central e turvacdo do meio de cultura. O resultado de producgao de

indol foi negativo em todos os testes realizados. Resultados positivos se
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caracterizam pela presenca de um anel vermelho ao topo do meio de teste, apos
a adicdo do reativo de Kovacs, o que ndo pode ser observado no ensaio
realizado. O isolado também né&o produziu sulfeto de hidrogénio no meio SIM,
observada pela ndo formagdo de um precipitado escuro ap6s o periodo de
incubacéo. A coloracéo do meio MIO foi alterada para amarelo, na presenca do
isolado, indicando a fermentacdo de dextrose e ndo descarboxilacdo da L-
Ornitina. A cor amarela € devido a uma diminui¢do do pH do meio, causada pela
fermentacao de dextrose (LABORCLIN, 2019).

Para o teste de citrato, o isolado foi capaz de utilizar citrato como fonte
de carbono, evidenciado pela alteracdo da cor do meio de citrato (verde) para
azul. Isso ocorre devido a metabolizacéo do citrato pelas bactérias alcalinizando
o meio. O pH bésico faz o meio, que antes apresentava-se verde, ficar azul,
devido ao indicador azul de bromotimol (LABORCLIN, 2019).

FIGURA 1 — ENSAIOS BIOQUIMICOS REALIZADOS COM O ISOLADO A. hydrophila.

FONTE: A Autora (2021).
LEGENDA: Todos os testes estao representados ao lado do controle, sendo em: A) Lactose
gelatina. B) Agar LMI. C) Agar MIO ap06s adicao do reagente de Kovac. D) Agar SIM. E) Agar
Citrato.



28

Quanto a capacidade de acdo da enzima catalase hidrolisar o peroxido
de hidrogénio, houve a formacédo de bolhas indicando a presenca da enzima,

produzindo &gua e oxigénio (figura 2).

FIGURA 2 — TESTE DA CATALASE.

FONTE: A Autora (2021).

Os ensaios microbioldgicos realizados para o isolado A. hydrophila sao

apresentados abaixo na Tabela 3 e Figuras 3 e 4.

TABELA 3 — RESULTADOS DOS ENSAIOS MICROBIOLOGICOS, REALIZADOS PARA O
ISOLADO DE Aeromonas hydrophila.

Testes Microbiolégicos Propriedades de Aeromonas hydrophila

. Negativa
Coloracéo de Gram
Apresentando formato de bastonete

Crescimento em Meio Seletivo Sim
FONTE: A Autora (2021).
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FIGURA 3 — COLORAGAO DE GRAM PARA O ISOLADO DE Aeromonas hydrophila.

FONTE: A Autora (2021).
LEGENDA: Aspecto morfotintorial de A. hydrophila, evidenciando bacilos Gram negativos apés
colorag@o de Gram Aumento de 400x observado em microscopio 6ético.

FIGURA 4 — CRESCIMENTO EM MEIO SELETIVO TCBS PARA O ISOLADO DE Aeromonas
hydrophila.

FONTE: A Autora (2021).

Os resultados aqui apresentados tanto dos testes bioquimicos quanto
microbiolégicos corroboram com os encontrados no trabalho de Mourifio et al.

(2006), onde os autores relataram que ap6s a inoculacdo da bactéria A.
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hydrophila e visualizagéo dos resultados de 24 a 48 horas depois da inoculacdo
foi possivel observar as mesmas caracteristicas aqui descritas, com excecao
para o indol, pois de acordo com o trabalho dos autores, a bactéria A. hydrophila
apresenta atividade positiva para indol. Este fato pode ser justificado pela adicéo
do reativo de Kovacs na superficie do meio, em que, o surgimento de coloragao
vermelha ou rdésea indica resultado positivo para indol, visto que em nosso
trabalho nédo foi possivel apresentar resposta positiva.

No meio TCBS foi possivel observar a presenca de colbnias pequenas
e circulares de cor esverdeada. Agar TCBS é um meio seletivo para bactérias do
género Vibrio spp., porém nao inibe o crescimento de A. hydrophila como pode
ser observado na Figura 4. Este resultado estd em acordo com dados obtidos
por Al-Shalah (2017), trabalhando com amostras obtidas de humanos, o autor
verificou que A. hydrophila foi capaz produzir col6nias amarelas / verdes devido

a fermentacao da sacarose e com diametro de 2-3 mm.

5.2 TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS (TSA)

Os resultados do perfil de susceptibilidade a antibidticos estéo

apresentados na Tabela 4.

TABELA 4 — PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE A ANTIBIOTICOS, PELO METODO DE
DIFUSAO EM DISCO, PARA O ISOLADO DE Aeromonas hydrophila.

Concentracéo Diametro do halo  Intensidade

Antibiético Caédigo
(ug/disco) (mm) do halo
Amoxicilina AMO 10 A A
Penicilina PEN 10 A A
Clindamicina CLI 02 A A
Amicacina AMI 30 21 +++
Oxacilina OXA 01 A A
Cefaclor CFC 30 A A
Acido
Nalidixico NAL 30 / *
Norfloxacina NOR 10 12 ++
Eritromicina ERI 15 A A
Cloranfenicol CLO 30 38 +++

FONTE: A Autora (2021).
LEGENDA: A — Auséncia de halo de inibi¢éo;
+ — Fraca intensidade do halo;
++ — Intermediaria intensidade do halo;
+++ — Forte intensidade do halo
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N&o foi possivel, até a finalizacdo desse trabalho, classificar o isolado
como R (Resistente), S (Sensivel) ou | (Intermediario) frente aos antibioticos
utilizados, devido a dificuldade de se encontrar documentos do CLSI e
referéncias na literatura atual que abrangesse todos os antibioticos utilizados
neste trabalho. Portanto, a interpretacdo dos resultados foi apenas qualitativa
(presenca e auséncia de halo de inibicdo e intensidade dos halos, sendo os
simbolos +, ++, +++ para fraca, intermediaria e intensa).

A. hydrophila foi capaz de apresentar resisténcia aos antibioticos:
Amicacina, Acido Nalidixico da classe das fluoroquinolonas, Norfloxacina e
Cloranfenicol. Os demais antibidticos foram eficientes em inibir o crescimento do
isolado. Resultados semelhantes foram encontrados por Diaz et al. (2006).

Segundo o trabalho realizado por Barcellos, et al. (2018) em jundias
(Rhamdia quelen), os resultados encontrados na literatura para os perfis de
sensibilidade aos antimicrobianos de amostras de Aeromonas spp. sao variados,
e de acordo com os autores isso reforca a necessidade de realizar testes
regionalizados, uma vez que os diferentes métodos de manejo e padrédo de
formacdo de resisténcia a antimicrobianos, nao permitem padronizar 0s

tratamentos.

5.3 TEMPO DE COAGULACAO DA HEMOLINFA (TCH)

A Tabela 5, sdo apresentadas as médias dos resultados encontrados
para o ensaio de tempo de coagulacdo da hemolinfa realizado em triplicata para
cada tratamento em animais analisados desafiados e ndo desafiados com A.
hydrophila.

TABELA 5 - TEMPO DE COAGULACAO DA HEMOLINFA PARA M. rosenbergii DESAFIADOS
E NAO DESAFIADOS.

Tratamento TCH (em segundos)
Controle — Tempo 0 12
Inoculado — Tempo 0 10
Controle — Tempo 12 10

Inoculado — Tempo 12 18
Controle — Tempo 24 9
Inoculado — Tempo 24 20

FONTE: A Autora (2021).
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De acordo com os autores Costa e Martins, (2009), sdo poucos os dados
encontrados na literatura sobre tempo de coagulacao avaliado por gotejamento
contra laminas, isso se deve ao fato desse método ser utilizado de modo
empirico. Como padrdo encontrado na literatura, as amostras de hemolinfa para
indicativo de sanidade de camardes é considerado o tempo de 20 segundos para
coagulacdo da hemolinfa (PEREGRINO, 2005). Dentro deste parametro
indicativo de 20 segundos, podemos observar que as amostras inoculadas
coletadas e analisadas nos tempos 12 e 24 horas ap0s a inje¢do sao as que
apresentam valores mais préoximos do limite da sanidade, demonstrando que os
animais observados possuiam evidéncias de infeccdo presente na hemolinfa,
devido ao maior tempo de resposta do sistema imunoldgico. J& para as amostras
controle em todos os tempos, 0s animais mantiveram os valores do TCH
préximos ao inicio do experimento (tempo 0) o que indica que os camardes

utilizados neste experimento possuiam um sistema imunolégico ativo e eficaz.

5.4 EXTRACAO DE RNA TOTAL E EXPRESSAO DE PELLINO-1

As amostras de hepatopancreas para todos os tratamentos tiveram o
RNA total extraido para posterior reacéo de cDNA e expressao do gene Pellino-
1 e B-actina. Na Tabela 6 estdo dispostos os dados obtidos durante o
experimento, sendo eles dados da agua de cultivo (como temperatura e pH),
dados dos animais (pesos médios dos camardes e hepatopancreas) e valores
médios da concentracdo RNA Total.

Partindo-se das amostras da reacdo de cDNA, foi realizada a PCR
convencional apGs transcricdo reversa, onde, os produtos de amplificacdo de
cada gene (Pellino-1 e B-actina) foram visualizados por eletroforese em gel de
agarose. A expressado do gene para a [-actina foi utilizado como normalizador
da expressao dos PAMs visto que € um gene constitutivo (housekeeping) e deve,

portanto, estar sendo expresso continuamente.
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TABELA 6 — DADOS DO CULTIVO, ANIMAIS UTILIZADOS E DA QUANTIFICAGAO DO RNA
TOTAL EM EQUIPAMENTO NANODROP®.

Peso do Médias da
Temperatura  pHda Peso do ~ ~
i i R Camardo concentracéo
Tratamento dadguade aguade Hepatopancreas
) ) (em RNA Total
cultivo cultivo (em gramas)
gramas) (ng/ul)
Controle —
1,2 16,8 511,15
Tempo O
24°C 7,23
Inoculado —
1,7 21,5 264,13
Tempo O
Controle —
1,3 20,8 460,10
Tempo 12
22°C 7,74
Inoculado —
1,6 23,1 456,40
Tempo 12
Controle —
1,3 24,0 612,28
Tempo 24
22°C 7,55
Inoculado —
1,1 22,8 773,43
Tempo 24

FONTE: A Autora (2021).

A Figura 5 demonstra o perfil eletroforético dos produtos de amplificacdo

por PCR para o gene da B-actina e a Figura 6 refere-se ao PAM Pellino-1.

FIGURA 5 — ELETROFORESE DO PRODUTO DE AMPLIFICACAO DA B-ACTINA.

23 4 5 6 S aulgliNI2 13

FONTE: A Autora (2021).

LEGENDA: As amostras de 1 a 13, referem-se a:
1 — Padrao de peso molecular de 100pb;

2 — Amostra controle (tempo 0);
3 — Amostra controle (tempo 0);
4 — Amostra inoculado (tempo 0);
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5 — Amostra inoculado (tempo 0);
6 — Amostra controle (tempo 12);
7 — Amostra controle (tempo 12);
8 — Amostra inoculado (tempo 12);
9 — Amostra inoculado (tempo 12);
10 — Amostra controle (tempo 24);
11 — Amostra controle (tempo 24);
12 — Amostra inoculado (tempo 24);
13 — Amostra inoculado (tempo 24).

Lin e Redies (2012), afirmam que genes housekeeping sdo genes
necessarios para a manutencdo das funcdes bésicas das células e sédo
expressos em quase todas as células de um organismo. S&o utilizados como
normalizadores da expressdo génica, pois, podem ser expressos de forma
invariavel em diferentes condi¢cdes experimentais, servindo como referéncias
internas. Ainda segundo os autores, o gene da [-actina é comumente
empregado como controle interno em estudos quantitativos de mRNA ou de
expressado de proteinas, devido a capacidade de ser expresso de forma estavel
e constitutiva em niveis elevados na maioria dos tecidos e células de diferentes
espécies em todas as amostras sob investigacao.

Corroborando com os autores citados, neste trabalho os dados
apresentados na Figura 5 para o gene da B-actina, demonstram sua expressao
em todas as condic¢des testadas (animais controle e desafiados) e em todos os
tempos experimentais (0, 12 e 24 horas), demonstrando a expresséo deste gene
continuamente de forma constitutiva, contribuindo para a manutencdo das
células do camarédo M. rosenbergii. Apos 24 de infeccéo, a expressao de B-actina
passou a ser menor comparando aos tempos 0 e 12, tanto para o controle,

quanto para inoculado, porém o gene continuou a ser expresso.
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FIGURA 6 — ELETROFORESE DO PRODUTO DE AMPLIFICAGAO DO PAM PELLINO-1.

2 345 6 7 8 91011 12

FONTE: A Autora (2021).
LEGENDA: As amostras de 1 a 13, referem-se a:
1 — Padréo de peso molecular de 100pb;
2 — Amostra controle (tempo 0);

3 — Amostra controle (tempo 0);

4 — Amostra inoculado (tempo 0);

5 — Amostra inoculado (tempo 0);

6 — Amostra controle (tempo 12);

7 — Amostra controle (tempo 12);

8 — Amostra inoculado (tempo 12);

9 — Amostra inoculado (tempo 12);

10 — Amostra controle (tempo 24);

11 — Amostra controle (tempo 24);

12 — Amostra inoculado (tempo 24);
13 — Amostra inoculado (tempo 24).

Ravichandran et al. (2016), verificaram que o gene Pellino pode ser
expresso em varios tecidos de camarbes saudaveis de M. rosenberqgii,
apresentando moderada expressao no hepatopancreas. Os autores aplicaram o
desafio séptico com bactérias gram-negativas da espécie Escherichia coli com
0, 3, 6, 12, 24, 48 e 72 horas pOs injecdo e observaram que houve uma
expressao induzida com 6 horas e aumentou gradual depois com 12 e 24 horas
diminuindo gradualmente as 48 horas e atingiu o nivel basal as 72 horas. Assim,
0os autores concluem que a expressdo de Pellino quando em condi¢cbes de
desafio bacteriano é dependente do tempo, o que pode ser baseado na
patogénese dos organismos no hospedeiro.

Li e colaboradores (2014), trabalhando com camardo da espécie
Litopenaeus vannamei, relataram que apos os desafios séptico com virus da

sindrome da mancha branca, Vibrio parahaemolyticus e Staphylococcus aureus,
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o peptideo Pellino pode ser regulado positivamente o que sugere uma resposta
imunologica aos desafios bacterianos, assim como o silenciamento (Knockdown)
génico do Pellino pode diminuir significativamente a expressdao de PAMs e
aumentar a mortalidade de camardes causada por desafio utilizando bactérias
gram-negativas como Vibrio parahaemolyticus.

Os resultados encontrados neste trabalho para o gene Pellino (Figura 6),
estdo de acordo com os autores citados, em que, quando aplicado o desafio
séptico com A. hydrophila houve uma maior expressdo do gene com 12 horas
apos a infecdo (amostras 8 e 9) somente em camarbes desafiados
demonstrando uma ativacdo do sistema imunoldgico em resposta ao desafio

bacteriano.
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6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Em vista dos argumentos aqui apresentados, este trabalho foi
desenvolvido buscando a andlise da expressdo génica do peptideo
antimicrobiano (Pellino-1) no hepatopancreas de M. rosenbergii, em animais com
ou sem desafio por A. hydrophila, sob diferentes tempos de contato do camaréo
com a bactéria.

As técnicas aqui utilizadas foram adequadas e puderam demonstrar que
0 hepatopéncreas foi capaz de expressar Pellino-1, regulando a expressao do
gene nos diferentes tempos avaliados para os animais desafiados, como
esperado, validando a presenca de um sistema imunologico respondendo a
infecgbes por organismos patogénicos. Além disso, pode-se observar atraves do
teste de coagulacdo da hemolinfa que no inicio dos experimentos todos o0s
animais obtidos do sistema de criagdo eram animais saudaveis

Quanto a bactéria utilizada, através da caracterizacdo morfoldgica e
bioguimica podemos concluir que o isolado aqui utilizado era da espécie
Aeromonas hydrophila.

A expressado de outros PAMs esta sendo realizada e sera concluida em
breve e sera, juntamente com a andlise da expressao do gene Pellino, realizada

de forma quantitativa, por PCR em Tempo Real.
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