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RESUMO

O cultivo de camardo marinho vem se expandido mundialmente desde o inicio do século, e 0
camarao branco do Pacifico (Litopenaeus vannamei) é a espécie mais cultivada. Embora a
carcinicultura apresente crescimento expressivo, a manifestacdo de enfermidades dificulta seu
avanco. A doenca causada pelo virus da mionecrose infecciosa (IMNV), primeiramente
relatada no nordeste brasileiro em 2002, ainda provoca significativas perdas na carcinicultura
brasileira. Dentre as alternativas de combate a infeccdes virais, 0 RNA de interferéncia
(RNAI) é promissor, pois ha evidéncias da eficacia na aplicacdo dessa técnica no tratamento
dessas enfermidades. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a dinamica da expressao
de genes imunoldgicos em camardes L. vannamei infectados experimentalmente com o IMNV
e tratados com moléculas de dsRNA produzidos in vivo pelo Bacillus subtilis JJBs3 contendo
a sequéncia do ORFla referente ao IMNV. Num primeiro experimento, foi realizado o
acompanhamento do desenvolvimento da mionecrose infecciosa para duas dilui¢fes (1,02 x
10* e 1,02 x 10° copias/100 ul) de um extrato de tecido infectado por IMNV, por
quantificacdo das copias virais por RT-gPCR e métodos histopatoldgicos; foram validados os
extratos IMNV e SPF (livre de IMNV, WSSV e IHHNV) através de infeccdo experimental
por injecdo intramuscular, com duragéo de 22 dias. Os grupos infectados com o extrato IMNV
apresentaram curvas de sobrevivéncia com diferencas significativas (p<0,05) em relacdo aos
dois grupos controle (solugdo salina e extrato de tecido SPF), bem como alteracoes
histopatolégicas. Foram verificadas ainda, diferencas significativas (p<0,05) na carga viral
dos tratamentos 111 e 1V entre o 2° pré e o 6° dia pds-injecdo, dentre os trés pontos de coleta,
com valores médios de 1,33 x 10? a 1,59 x 10’ cépias virais, respectivamente. A expressao
dos genes imunolégicos (Sid-1, Dicer-2, Argonauta-2, proPO-1 e PPAE-1), avaliada por
gPCR e aplicando o método 2“9, apresentou diminuicdo ao longo do experimento, com
excecdo do Sid-1 e Argonauta-2 no tratamento com menor dose viral. No segundo
experimento (25 dias; seis tratamentos; quatro pontos de coleta), foi avaliado o efeito de
diferentes doses (0.5, 1.0, 3.0 e 5.0 pg de dsRNA por grama de camarédo) produzidas in vivo
pelo Bacillus subtilis JJBs3, ministradas através de injecdo intramuscular dois dias antes do
desafio. Foram utilizados dois grupos controles, em um deles os animais foram injetados com
solucéo salina e extrato de tecido SPF (negativo), e no outro com solucédo salina e extrato de
tecido infectado (positivo). Alteracdes histopatoldgicas caracteristicas de IMN e diferencas
significativas (p<0,05) na carga viral entre o 2° pré e 8° dia pds-injecao foram verificadas nos

tratamentos que receberam injecdo com extrato IMNV. Ndo foram observadas diferengas na



sobrevivéncia ou na expressao dos genes analisados ao longo do experimento, mostrando que
da forma e nas condi¢gdes em que foram ofertadas, as dSRNAs néo surtiram efeito protetivo.
Por se tratar de um novo modelo de producdo de dsRNA, as técnicas de obtencéo, purificacao,

quantificacdo e métodos de entrega dessas moléculas precisam ser aprimoradas.

Palavras-chave: Camardo branco. IMNV. Imunologia. RNAI.



ABSTRACT

Shrimp farming is one of the fastest growing aquaculture activities in the world and the
Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei) is the most widely cultivated species. Although
shrimp farming shows significant growth, the manifestation of diseases hinders its progress.
The disease caused by the Infectious Myonecrosis Virus (IMNV) causes significant losses in
Brazilian shrimp farming. Recent evidence has suggested that interference RNA (RNAI)
could be a viable alternative to control viral diseases. The present work aimed to evaluate the
dynamics of immunological gene expression in L. vannamei shrimp experimentally infected
with IMNV and treated with dSRNA molecules produced in vivo by Bacillus subtilis JJBs3
containing the IMNV sequence of ORF1la. In a first experiment, the progress of the infection
caused by two dilutions (1.02 x 10* and 1.02 x 10° copies / 100 pl) of an IMNV-infected
tissue extract was monitored by quantifying viral copies by RT- qPCR and histopathological
methods; IMNV and SPF (free from IMNV, WSSV and IHHNV) extracts were validated
through experimental intramuscular injection infection lasting 22 days. Groups infected with
IMNV extract showed survival curves with significant differences (p<0.05) in relation to the
two control groups (saline solution and SPF tissue extract), as well as histopathological
alterations. Significant differences (p<0.05) in viral load were observed in treatments 11l and
IV between the 2nd and 6th day after infection, among three collection points, with average
values of 1.33 x 10% to 1.59. x 107 viral copies, respectively. Expression of immunological
genes (Sid-1, Dicer-2, Argonaut-2, proPO-1 and PPAE-1), was evaluated by gPCR, applying
the 272“® method. In most cases expression reduction was observed. However, Sid-1 and
Argonaut-2 showed expression increase in the treatment with the lowest viral dose. In the
second experiment (25 days; six treatments; four sampling points), the effect of different
doses (0.5, 1.0, 3.0 and 5.0 pg dsRNA per gram of shrimp), administered by intramuscular
injection two days before the challenge, was monitored. Two control groups were used, in one
of them the animals were injected with saline and SPF tissue extract (negative), and in the
other, with saline and infected tissue extract (positive). Histopathological changes
characteristic of IMN and significant differences (p<0.05) in viral load between the 2nd and
8th post-injection day were verified in cases where IMNV was applied. No differences were
observed in the extent or expression of the genes analyzed throughout the experiment,
suggesting that in the present conditions dsRNAs had no protective effect. Because this is a
new model of dsSRNA production, the techniques of use, purification, quantification as well as

the delivery methods of these molecules need to be improved.



Keywords: White shrimp. IMNV. Immunology. RNAI.
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1 INTRODUCAO

O cultivo de camardo é¢ uma das atividades da aquicultura que mais tem se
expandido mundialmente, sendo o crustaceo mais cultivado desde a década de 90. A producéo
mundial de crustaceos foi estimada em 7,9 milhdes de toneladas em 2016, movimentando em
torno de 57,1 bilhGes de dblares. Desse total, 4,16 milhdes de toneladas (53%) correspondeu a
producdo do camardo branco do pacifico Litopenaeus vannamei, a espécie mais cultivada
globalmente, nativa da costa do Pacifico oriental, do México ao Peru, porém introduzida com
sucesso em diversos paises do mundo todo (FAO, 2018).

Mesmo diante do significativo crescimento da atividade, alguns problemas
dificultam maiores progressos, dentre eles a grande manifestacdo de enfermidades e as
dificuldades relacionadas ao seu controle, fatores aliados ao manejo e a caréncia de maiores
investimentos em ciéncia e tecnologia, principalmente na area de genética, que certamente
impulsionariam ainda mais o crescimento do setor. A sanidade é crucial para o sucesso do
sistema produtivo, contudo as enfermidades manifestam-se nos mais diversos segmentos de
producdo (PINHEIRO et al., 2007; BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA, 2014). Dentre as
doengas que acometem os camardes de cultivo, as de origem viral e a EMS/AHPND, de
origem bacteriana, sdo as que mais preocupam e desafiam produtores, devido ao grande
impacto econdémico negativo causado pelas perdas massivas nas producdes (FLEGEL et al.,
2004; FAO, 2013).

Uma dessas enfermidades é a doenca causada pelo Virus da Mionecrose
Infecciosa (IMNV), relatada pela primeira vez em 2002, no estado do Piaui, Nordeste do
Brasil (OIE, 2019). Desde o seu surgimento provoca significativo impacto na producéo de
camardo. As medidas de combate empregadas nos cultivos consistem principalmente na
aplicacdo de boas praticas de manejo e medidas preventivas (MOSS et al., 2012; LIGHTNER,
2005; PRUDER, 2004). Além dessas medidas e préticas, biotecnologias emergentes nas areas
de imunologia e engenharia genética vém sendo desenvolvidas e testadas como alternativas
para o tratamento da doenca. A interferéncia por RNA (RNAI), por exemplo, é uma das
ferramentas biotecnoldgicas que vem sendo bastante exploradas, se apresentando como uma
alternativa promissora para o0 controle de viroses em camarfes cultivados
(CHAROONNART; PURTON; SAKSMERPROME, 2018).

A carcinicultura é uma importante atividade do setor aquicola, que contribui
diretamente na producdo de alimentos, geracdo de emprego e renda. Diante dos grandes

impactos causados pelas doencas que acometem os cultivos de camardo e que se configuram
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como um grande obstaculo para um maior éxito da atividade, estudos que visam uma melhor
compreensdo dos mecanismos de defesa e a aplicacdo de ferramentas biotecnoldgicas a
exemplo do uso de dsRNA produzidas por um microrganismo reconhecidamente seguro,
como alternativas para o enfrentamento e controle de enfermidades sdo de consideravel
relevancia. Desse modo, a finalidade do presente estudo é avaliar a modulacdo da expresséo
de genes imunoldgicos em camardes Litopenaeus vannamei infectados experimentalmente
com o virus da mionecrose infecciosa (IMNV) e tratados com moléculas de dsRNA

produzidos in vivo pelo Bacillus subtilis JJBs3.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A carcinicultura no Brasil

A aquicultura é uma prética ampla, referente aos cultivos de variados organismos
aquaticos, incluindo algas, plantas aquaticas, moluscos, anfibios, crustaceos e peixes. A
criacdo de camardo com finalidades de subsisténcia teve sua origem no Sudoeste da Asia. A
pratica sustentou por séculos, tracos artesanais até a década de 1930, quando no Japéo foi
obtida em laboratdério a desova de fémeas capturadas no mar para serem utilizadas na
producdo comercial de pds-larvas, e foi esta tecnologia a responséavel pela origem do que €
hoje a carcinicultura contemporanea (ROCHA; RODRIGUES, 2004).

No Brasil, as experiéncias iniciais de cultivo de camarbes aconteceram no
decorrer dos anos 70, primeiramente com espécies nativas e posteriormente com as exoéticas
(BARBIERI JUNIOR; OSTRENSKY NETO, 2001). No entanto, a atividade s se destacou
no cenario nacional no inicio da década de 90, apds a introducdo do Litopenaeus vannamei e
com a ampliacdo das areas de producdo em varios estados, em especial na regido Nordeste,
por apresentar condi¢es e recursos naturais favoraveis, tais como uma vasta costa maritima,
muitos hectares de &gua represada, clima predominantemente tropical, grande concentracdo
de agua doce continental, entre outros aspectos (RODRIGUES; BORBA, 2013).

Na carcinicultura, o camardo branco do Pacifico, Litopenaeus vannamei, é a
espécie mais cultivada, e responde por 53% da producdo total de crustaceos cultivados
globalmente (FAO, 2018). A preferéncia pela utilizacdo desse organismo advém de fatores
como rusticidade, grande capacidade adaptativa a diferentes condi¢Bes climaticas e suas
mudancas, alta produtividade em densidades elevadas, tolerdncia e bom desempenho
zootécnico em ampla variacdo de salinidade (VALENCA; MENDES, 2009). De acordo com
os dados mais recentes, a China lidera a produ¢do mundial de crustaceos marinhos, seguida
pela Indonésia e Vietnd. O Brasil é o 11° maior produtor, com 52.100 toneladas, o que
representa 1,01% da producdo mundial (FAO, 2018). A regido Nordeste concentra a maior
producdo de camardo marinho do Brasil, respondendo por 99,4% da producdo nacional, com
destaque para os estados do Rio Grande do Norte e Ceara, responsavel por 43,2% e 28,5% do
total da producdo, com mais de 13 mil toneladas de camaréo em 2018 (IBGE, 2018).

O desenvolvimento da carcinicultura brasileira depende da aplicacdo de esforcos
como recursos financeiros, cientificos e técnicos. Embora a atividade de cultivo de camardes

venha apresentando crescimento expressivo e grande notoriedade no setor aquicola, ela
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enfrenta sérios entraves que tém dificultado seu avanco, como a manifestacdo expressiva de
doencas virais altamente devastadoras, fatores aliados ao manejo, e adicionalmente o déficit
em investimentos em ciéncia e tecnologia, principalmente na area de genética, que sdo sem
duvidas uma ferramenta fundamental para o enfretamento destes problemas. Na
carcinicultura, como em qualquer outro cultivo animal, a sanidade é um elemento chave para
0 sucesso do sistema produtivo, no entanto, as enfermidades manifestam-se nos mais diversos
segmentos da producdo animal, causando grandes perdas e impactos econdmicos (PINHEIRO
et al., 2007).

2.2 Principais enfermidades virais na carcinicultura

Entre os principais elementos que limitam um maior éxito da carcinicultura no
mundo estdo o surgimento e manifestagdo de enfermidades e as dificuldades relacionadas ao
seu controle. Cultivos com altas densidades populacionais sem os devidos cuidados e suportes
tecnoldgicos facilitam a rapida disseminacdo de agentes patogénicos, que podem ocasionar
grandes mortalidades e, consequentemente prejuizos econémicos (BARRACCO;
PERAZZOLO; ROSA, 2014).

As enfermidades que acometem o cultivo de camardes incluem sindromes que
podem ser de origem infecciosa, causadas por virus, bactérias, fungos, protozoarios e
metazoarios, ou de etiologia ndo infecciosa, ocasionadas por agentes abioticos, como fatores
ambientais, fisicos, nutricionais ou genéticos (PANTOJA; LIGHTNER, 2014). A
carcinicultura funciona como uma corrente de elos relacionados entre si, que engloba o
organismo cultivado, o ambiente de cultivo e os patégenos. Quando essa corrente é rompida
ocorre um desequilibrio, desencadeando situacdes de estresse que facilitam a instalacdo destes
patdbgenos e 0 surgimento de doencas, que em sua maioria estdo relacionadas a
microrganismos oportunistas, encontrados tanto na dgua e sedimento, quanto nos organismos
cultivados (MARTINS, 2006).

Recentemente, uma doenca emergente, a Sindrome da Mortalidade Precoce
(EMS), tecnicamente denominada doenca da necrose hepatopancreatica aguda (AHPND) vem
causando impactos econdmicos significativos diante das altas mortalidades ocasionadas em
pos-larvas de camardo apés 20 a 30 dias do inicio do cultivo (FAO, 2013). Essa enfermidade
é causada por espécies de bactérias do género Vibrio, e é considerada juntamente com o virus
da sindrome da mancha branca (WSSV) como os patdgenos mais perigosos que afetam

camardes (SOOWANNAYAN et al., 2019). Dentre as doengas que acometem 0s camardes de
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cultivo, as de origem viral s&o as que mais preocupam e desafiam produtores e pesquisadores,
devido ao grande impacto econdmico negativo causado pelas perdas massivas nas producoes
(FLEGEL et al., 2004). Mais de vinte virus ja foram relatados como causadores de infec¢bes
em camardes marinhos, no entanto, muitos ndo foram associados a sinais clinicos de doencas
e alguns foram apenas observados por microscopia eletronica (WALKER; MOHAN, 2009).

No Brasil, as enfermidades de maior relevancia sdo de origem viral e bacteriana
ou a associacdo dos dois. Ha relatos da ocorréncia de pelo menos sete agentes de origem viral
na carcinicultura brasileira, especificamente: Baculovirus penaei (BP) (BUENO;
NASCIMENTO; MEYER, 1990); Penaeus monodon-type baculovirus, (MBV) (BUENO,
1991), Infectious Hypodermal and Haematopoietic Necrosis Virus (IHHNV) (BUENO, 1991;
MARTINS, 2003), Hepatopancreatic parvovirus (HPV) (BUENO, 1991), Taura Syndrome
virus (TSV) (GESTEIRA; ANDRADE, 2002), Infectious Myonecrosis virus (IMNV)
(LIGHTNER et al., 2004), e o White Spot Syndrome Virus (WSSV) (SEIFFERT,
WINCKLER; MAGGIONI et al., 2005). Dentre as enfermidades de etiologia viral que afetam
os camard@es cultivados no Brasil, as que recebem maior destaque sdo causadas pelo Virus da
Sindrome da Mancha Branca (WSSV), Virus da Infeccdo Hipodermal e Necrose
Hematopoiética (IHHNV) e o Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV).

A doencga causada pelo virus da mancha branca é apontada como a mais
devastadora da industria aquicola mundial (NATARAJAN et al.,, 2017). Ela causa uma
destruicdo sistematica dos tecidos ectodermais e mesodermais, das branquias e do tecido
subcuticular do estbmago e intestino. Os animais afetados apresentam ainda anorexia,
letargia, e quando moribundos, podem apresentar uma coloragdo rosa ou avermelhada, sendo
0 sintoma externo mais classico da patologia a formacdo de depdsitos de sais de célcio no
epitélio cuticular, sob a forma de manchas brancas arredondadas, 0s quais deram nome a
sindrome (FAO, 2001; PANTOJA; LIGHTNER, 2014).

Em 2004, no sul do Brasil, no estado de Santa Catarina foram registrados os
primeiros surtos da doenca, e em janeiro de 2005 a enfermidade foi diagnosticada e notificada
a Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE), atingindo com rapidez grande parte das
fazendas do estado (SEIFFERT; WINCKLER; MAGGIONI et al., 2005). Em marco de 2005
houve relatos da doenga em uma unica fazenda no Ceard (MULLER et al., 2010). Em 2007, o
WSSV foi diagnosticado em camardes coletados em fazendas localizadas em territorio
cearense (FEIJO et al, 2013). No ano de 2008, foram registradas mortalidades associadas ao
virus em fazendas no sul da Bahia (MULLER et al., 2010) e em 2011, nos Estados de

Pernambuco, Paraiba e Rio Grande do Norte. Em 2016 o estado do Ceara sofreu um grande
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surto de WSSV, que atingiu de forma devastadora o litoral oeste do estado, que até entdo néo
tinha registrado grandes impactos causados pela doenca.

A infeccdo hipodermal e necrose hematopoiética, também conhecida como
sindrome da deformidade e nanismo no Litopenaeus vannamei é causada pelo Virus da
Infeccdo Hipodermal e Necrose Hematopoiética (IHHNV), e estd amplamente distribuida em
instalagBes de cultivo nas Américas e na Asia (OIE, 2017). Foi diagnosticado pela primeira
vez em poés-larvas de Litopenaeus stylirostris e Litopenaeus vannamei no Havai, na década de
80. Os sintomas clinicos da doenca podem variar de acordo com a espécie de camardo, mas
entre os principais sinais estdo: reducdo na ingestdo de alimentos, alteragdo na coloragéo,
enrugamento das antenas e cuticulas, crescimento reduzido e desuniforme, caracteristicas da
enfermidade conhecida como RDS (Runt Deformity Syndrome), a Sindrome do Nanismo
Deformativo (LIGHTNER; REDMAN; BELL, 1983).

O primeiro registo de IHHNV no Brasil foi feito por Bueno (1991) em camardes
das espécies Penaeus monodon e L. vannamei, que exibiam deformacGes externas e taxa de
crescimento reduzido. O virus foi detectado também em espécies nativas do Ceara, como
Farfantepenaeus subtilis, Farfantepenaeus brasiliensis e Litopenaeus schimitti, coletadas em
ambiente natural em &reas proximas a fazendas de cultivo de camardo do litoral leste do
estado (OLIVEIRA-NETO, 2006). Diferente de outras doencas virais que acometem 0s
cultivos de camardo, os impactos econdmicos causados pela infeccdo por IHHNV em
camardes L. vannamei ndo sdo devido a elevadas taxas de mortalidades, mas a
desuniformidade e crescimento reduzido (LIGHTNER, 2008).

A doenca causada pelo Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV) foi relatada pela
primeira vez em 2002, no estado do Piaui, Nordeste do Brasil. Nos anos seguintes
disseminou-se pelos estados do Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba e Pernambuco, causando
uma diminuicdo expressiva da producao nacional de camardo (OIE, 2019). Em 2006 foi
confirmada a presenca dessa enfermidade também na Indonésia (SENAPIN et al., 2007).

De acordo com Lightner (2005), o IMNV se manifesta na fase inicial ocasionando
altas taxas de mortalidade, passando para um estagio crénico com mortalidades mais baixas.
A manifestacdo da doenca geralmente esta associada a fatores como estresse fisico e
ambiental, causando mortalidades elevadas principalmente na fase juvenil de L. vannamei
(LIGHTNER; PANTOJA, 2004). A mionecrose é o principal sintoma de IMN, que consiste
na necrose dos musculos estriados do abdémen e do cefalotérax. Os animais tendem a
apresentar perda da transparéncia da cauda, areas com coloracdo de aspecto leitoso e em

estagios mais avancgados pode ocorrer o apodrecimento das areas afetadas, resultando em uma
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cor alaranjada (SILVA; PINHEIRO; COIMBRA, 2011; NUNES; MARTINS; GESTEIRA,
2004). Essa enfermidade desde o seu surgimento provoca significativo impacto na producéo
de camardo, afetando principalmente a regido Nordeste, maior produtor nacional, que
frequentemente ainda sofre com surtos da doenca nos cultivos. Isso torna indispensavel o
desenvolvimento de pesquisas e estudos relacionados ao IMNV, suas caracteristicas,
variagoes e impactos por ele causados.

2.3 Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV)

O IMNV é um virus de RNA, ndo envelopado, com simetria icosaédrica, 40 nm
de diametro e uma densidade de 1,366 g/mL em CsCl. Recentemente, estudos filogenéticos
baseados em sequéncias de RdRp (RNA-dependent RNA polymerase) introduziram o IMNV
como membro de um novo grupo monofilético, intimamente relacionado ao clado de um
outro virus, Giardia lamblia virus (GLV), pertencente a familia Totiviridae (Liu et al., 2012;
Oliveira et al., 2014).

A particula possui protrusdes em seu capsideo que provavelmente estdo
envolvidas na transmissdo extracelular e patogenicidade viral. Seu genoma é formado por
uma Unica molécula de RNA de dupla fita contendo pelo menos 8.226 pb (veja item 2.3.1) e
apresenta dois quadros de leitura aberta (Open Reading Frames - ORF’s): 0 ORF1, no sentido
5’ compreende 5.127 nt e codifica 1.708 aa, partindo dos nt 470-472 AUG para o codon de
parada na estrutura UAA nas posi¢bes 5.594-5.596, deixando uma regido ndo traduzida de
469 nt. O ORF2 abrange 2.739 nt, codificando 912 aa, iniciando nas posigdes 5.395-5.397 e
finalizando nas posic¢des 8.131-8.133, deixando uma regiao 3’ ndo traduzida de 93 nt. ORF2
comeca a 199 nt acima da extremidade de ORF1 (posi¢fes 5395-5593) indicando que ORF1 e
OFR2 estdo sobrepostos (POULOS et al., 2006; TANG et al., 2008; DANTAS et al., 2015).

Os camardes infectados por IMNV exibem necrose dos musculos estriados do
abdémen e do cefalotérax. A cauda pode apresentar coloracdo de aspecto leitoso, perdendo a
transparéncia. Os musculos e o0s apéndices afetados podem exibir uma coloracdo
avermelhada, com aparéncia de camardo cozido. Os peneideos enfermos podem apresentar
reducdo de consumo alimentar, anorexia, diminuicdo do volume do hepatopancreas,
diminuicdo de lipidios, nado desorientado, dificuldade para endurecer a carapaca. Os
camardes afetados pelo IMNV tém aparéncia muito debilitada e apresentam com facilidade,
flexdo do 3° segmento abdominal (NUNES; MARTINS; GESTEIRA, 2004).
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Quanto aos sinais que podem ser observados através de histopatologia, em sua
fase aguda a mionecrose é coagulativa, caracterizada pela presenca de edema entre as fibras
musculares, podendo as lesdes estar concentradas em uma ou em varias areas. Na fase cronica
da doenca, a necrose evolui da forma coagulativa para a liquefacdo dos musculos, ocorrendo
fibrose e infiltracdo hemocitica na musculatura, podendo apresentar ainda hipertrofia do érgao
linfoide e a formacéo de esferoides, principalmente proximos ao coracgdo e glandulas antenais
(LIGHTNER et al., 2004).

A doenca da Mionecrose Infecciosa, bem como outras enfermidades virais,
geralmente se manifesta como resultado de um aumento na contagem viral, decorrente de
varias formas de estresse ambiental ou fisioldgico. Diferente do que se tem ja relatado para
WSSV, ndo existem para IMNV vetores especificos bem descritos, no entanto, pela sua
estrutura ndo-envelopada, semelhante a de TSV, considera-se que o IMNV pode permanecer
infeccioso em intestino e fezes de aves marinhas que se alimentam de camarfes moribundos
de fazendas de cultivos onde ocorreram surtos de IMN (OIE, 2018). Além disso, a
transmissdo da doenca se da por canibalismo, pela &gua e por transmissdo vertical dos
reprodutores para prole (LIGHTNER, 2011). Foi constatado experimentalmente que o
microcrustaceo Artemia franciscana pode ser um potencial vetor, visto que é suscetivel ao
IMNV e é amplamente utilizada como fonte de alimento das larvas e reprodutores de
camardes cultivados (SILVA et al., 2015).

Para a deteccdo da Mionecrose Infecciosa sdo empregadas principalmente técnicas
histopatolégicas e ferramentas moleculares. Os métodos moleculares que utilizam marcadores
genéticos especificos para a deteccdo do IMNV sdo: hibridizag&o in situ, transcrico reversa
do RNA total seguida da reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) e RT-PCR em tempo real
(RT-gPCR). Também ¢é utilizada a amplificacdo isotérmica mediada por loop acoplada a
transcricdo reversa (RT-LAMP, do inglés — reverse-transcription loop-mediated isothermal
amplification) (ANDRADE et al., 2007; ANDRADE et al., 2008; ANDRADE; LIGHTNER,
2009; TEIXEIRA-LOPES et al., 2010; TEIXEIRA-LOPES et al., 2011; LIU et al., 2013).

2.3.1 Variabilidade genética do IMNV

Os virus de RNA estdo sujeito a altas taxas de mutacdo, devido a fatores como a
auséncia da atividade de correcdo de erros da RNA polimerase. Alteracfes em regifes
especificas do genoma de diferentes virus influenciam diretamente em sua capacidade de

infeccdo e nos mecanismos de patogenicidade. As primeiras evidéncias dessa influéncia
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surgiram a partir de estudos de virdides, que tinham sua capacidade de infeccdo, replicacdo e
patogenicidade afetadas por alteracGes induzidas em seu genoma de RNA (TABLER;
SFINGER, 1985; SANO et al., 1992).

O IMNV ¢ um virus de RNA néo envelopado pertencente a familia Totiviridae,
purificado e caracterizado pela primeira vez por Poulos et al. (2006), que descreveram seu
genoma como uma molécula Unica de dsSRNA com 7.560 pb. O sequenciamento do genoma
viral indicou a presenca de dois ORF’s. O ORF da extremidade 5’ (ORF 1, nt 136-4.953)
codifica para as proteinas do capsideo e de ligacdo a dsSRNA (RNA binding protein), enquanto
que o ORF da extremidade 3° (ORF 2, nt 5.241-7.451) contém genes para a codificacdo da
RNA polimerase dependente de RNA (RNA-dependent RNA polymerase, RdRp). Novas
caracteristicas do genoma do IMNV foram identificadas por Nibert (2007) e incluem a
presenca de duas sequéncias ‘2A-like motifs’, que provavelmente estdo envolvidas na
clivagem de um grupo poliprotéico na regido N terminal do ORF 1 do virus.

Recentemente, em estudo publicado por Dantas et al. (2015) dois genomas
adicionais de isolados brasileiros do IMNV coletados em 2009 e 2013 foram sequenciados e
analisados, revelando 643 e 22 pb extras nas extremidades 5’ e 3’ do genoma do IMNYV,
respectivamente, confirmando que seu tamanho real é pelo menos 8.226 pb. Considerando
essas sequéncias adicionais no genoma, o0 ORF1 pode comegar no nt 470, abrange 5.127 nt,
codificando uma poliproteina de 1.708 aa. ORF2 abrange 2.739 nt, codificando 912 aa,
iniciando nas posicBes nt 5.395-5.397 e terminando no codon de parada nas posi¢fes nt
8.131-8.133, deixando uma regido 3’ nao traduzida de 93 nt. ORF2 comega 199 nt acima da
extremidade de ORF1 indicando que ORF1 e OFR2 podem estar sobrepostos.

Dados depositados no GenBank mostram o sequenciamento parcial de pelo menos
nove cepas, e 0 sequenciamento do genoma completo de quatro cepas do IMNV, isolados do
Brasil e da Indonésia (PRASAD et al., 2017). Alinhamentos mdltiplos da proteina capsidial
do IMNV de sequéncias brasileiras mostram um alto grau de similaridade entre sequéncias do
Brasil e da Indonésia, sendo quase que geneticamente idénticas, sugerindo que a cepa da
Indonésia pode ser origindria do Brasil (COELHO-MELO et al., 2014; PRASAD et al.,
2017). Observa-se também que a regido mais variavel do genoma esta localizada na primeira
metade do ORF1, coincidindo com uma regido que provavelmente codifica protrusées no
capsideo. As informacgdes que se tem acerca do virus podem ser usadas como uma boa base e
um ponto de partida para elucidar a regulacdo traducional do virus, suas variaces e também
0s mecanismos envolvidos na sua viruléncia, e a partir dai desenvolver técnicas que

possibilitem o tratamento da doenca por ele causado (DANTAS et al. 2015).
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Desde o surgimento da enfermidade causada pelo IMNV, as medidas de combate
empregadas nos cultivos consistem principalmente na aplicacdo de boas praticas de manejo e
medidas preventivas. A desinfeccdo de ovos e larvas é recomendada para auxiliar na
prevencdo da doenca, bem como uma rotina de diagnostico de reprodutores, ovos e larvas
para a producdo de animais livres de patdgeno especifico (MOSS et al., 2012; LIGHTNER,
2005; PRUDER, 2004).

Além do emprego de medidas preventivas na carcinicultura, biotecnologias
emergentes nas areas de imunologia e engenharia genética vém sendo desenvolvidas e
testadas como alternativas para o tratamento da doenga. A interferéncia por RNA (RNAI), por
exemplo, é uma das ferramentas biotecnoldgicas que vem sendo bastante explorada, por ser
um mecanismo de silenciamento génico pos-transcricional, apresentando-se assim como uma
alternativa promissora para 0 controle de viroses em camardes cultivados
(CHAROONNART; PURTON; SAKSMERPROME, 2018).

2.4 Sistema imunologico do camarao

O sistema imunoldgico consiste em mecanismos através dos quais 0s organismos
multicelulares se defendem de invasores externos. Uma resposta imune envolve o
reconhecimento do antigeno, que pode ser um patégeno ou outro corpo estranho qualquer, e
em seguida desencadeia uma reacdo direcionada a este elemento, para elimina-lo do
organismo (ABBAS; LITCHMAN; PILLAI, 2015). O sistema imune pode ser inato ou
adaptativo, sendo o inato caracterizado pelos mecanismos que estdo naturalmente presentes
nos organismos multicelulares, desde plantas a humanos, e que atuam como a primeira defesa
contra a invasao, por meio do reconhecimento de moléculas padrdo associadas ao agente
invasor. O sistema adaptativo esta presente apenas em vertebrados, e apresenta mecanismos
de defesa mais complexos e rebuscados, como anticorpos, linfécitos e memaoria imunolégica
capaz de reconhecer antigenos (LEE; SODERHALL, 2002).

Nos camardes e demais crustaceos, a defesa priméaria é o exoesqueleto, que atua
como uma barreira fisica de prote¢do. Seu sistema imune inato esta diretamente relacionado a
hemolinfa, que € composta pelos hemocitos e o plasma, onde estdo dissolvidos os fatores
humorais, que juntos atuam na protecdo do organismo contra invasdes e infeccbes por
patdgenos. Em camarfes, 0s principais mecanismos de defesa sdo o reconhecimento de
invasores por proteinas de reconhecimento padrdo; sinalizacdo e ativacdo de hemdcitos;

respostas imunocelulares como fagocitose, formacdo de cépsulas e nddulos e infiltracdo
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hemocitaria; producdo de moléculas antimicrobianas; melanizacdo mediada pelo sistema de
ativacdo da profenoloxidase e defesas antivirais (BARRACCO; PERAZZOLO; ROSA,
2014).

O conhecimento sobre o sistema imunoldgico inato dos camardes, conceituado
como desprovido de anticorpos especificos e células de memdria fez com que por bastante
tempo fosse ressaltada a ideia de que seria inconcebivel o desenvolvimento de vacinas ou
terapias semelhantes para tratar enfermidades recorrentes nesses animais. No entanto, esse
conceito vem sendo bastante contestado diante de descobertas que apontam para a possivel
presenca de uma imunidade adaptativa alternativa em crustaceos, como por exemplo, o
mecanismo do RNA interferente (JOHNSON; HULTEN; BARNES, 2008).

Uma abordagem que integre de forma aprofundada conhecimentos relacionados a
imunidade, fisiologia e patologia do camarao, aliada aos estudos genéticos e moleculares é
necessaria e fundamental para a prevencdo e o controle de doencas que acometem a
carcinicultura (BACHERE, 2000).

2.5 Genes imunologicos em Litopenaeus vannamei

A formacdo de nodulos e cépsulas hemociticas estd entre 0s principais
mecanismos de defesa em crustaceos e é constantemente acompanhada por reacdes de
melanizacdo. A biossintese de melanina é um processo que compreende uma série de reacdes
qguimicas em cascata, designadas de sistema de ativacdo da pré-fenoloxidase ou sistema
proPO (LEE; SODERHALL, 2002).

Normalmente, a cascata proPO é acionada por uma pequena gquantidade de
moléculas como lipopolissacarideos, glucanos ou peptidoglicanos. As proteinas de
reconhecimento padrdo ligam essas moléculas e inicializam o sistema proPO através dessa
cascata proteolitica, mediada principalmente por serino proteinas, dentre elas a enzima
ativadora da pro-fenoloxidase (PPAE), que converte o proPO inativo em sua forma ativa
(SODERHALL; CERENIUS, 2004). A regulacio do sistema é feita por inibidores de
proteases presentes na hemolinfa e que evitam uma super-ativacdo deste sistema, também
restringindo a reacao apenas aos locais infectados (JIRAVANICHPAISAL et al., 2006).

A atividade da enzima fenoloxidase (PO) € um parametro muito utilizado como
indicativo das condic¢Bes do sistema imunoldgico e de defesa dos camardes em bioensaios
experimentais frente a desafios com diferentes condigdes ambientais, fisioldgicas e sanitarias.

Song et al. (2003) observaram aumento da atividade de PO em animais da espécie L.
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vannamei infectados com TSV quando comparados a camardes saudaveis da mesma espécie.
Resultados parecidos também foram encontrados por Motesdeoca et al. (2001) em L.
vannamei infectados pelo WSSV. Em contraste, diversos trabalhos relatam uma diminuicéo
na expressao génica de proPO e na atividade da forma enzimatica ativa (PO) em camardes
submetidos a infecgdes virais (ROUX et al., 2002; MATHEW et al., 2007; YEH et al., 2009;
Al et al., 2008; COSTA et al., 2009).

A interferéncia por RNA (RNAI) é um mecanismo de silenciamento génico pds-
transcricional conservado durante a evolucdo, mediado por pequenos RNAs de fita dupla
(dsRNAs) capazes de reconhecer especificamente uma sequéncia de mRNA alvo e mediar sua
clivagem ou reprimir sua tradugdo (MITTAL, 2004). O uso de RNAiI como um mecanismo
antiviral é particularmente importante e tem sido largamente utilizado no desenvolvimento de
terapias antivirais para a carcinicultura, visto que os virus contribuem para perdas econémicas
substanciais dentro dos cultivos, e estratégias para prevenir ou combater infecgdes virais sao
altamente desejaveis (FAUCE; OWENS, 2012).

Nos camardes, moléculas longas de dsRNA podem ser internalizadas para o
citoplasma através de canais proteicos de transmembrana, identificados como SID-1, que
codifica uma proteina integral de membrana e sinaliza para a ativacdo do RNAI. A ativacdo
do mecanismo de RNAI se da através do processamento de precursores longos de dsSRNA em
RNAs menores (21-25 pb), denominados como pequenos RNAs de interferéncia (small
interfering RNAs — siRNA) ou, por meio da acdo de um complexo proteico que contém a
enzima DICER, uma endoribonuclease do tipo I, que cliva dsRNA ou regides de grampo de
RNAs de fita simples (ALIYARI; DING, 2008). Os siRNAs resultantes séo incorporados ao
RISC, um complexo multiproteico de silenciamento induzido por RNA, que causard a
degradacéo especifica ou impedira a traducdo do mRNA alvo (ROBALINO et al., 2007).

Apbs a associacdo dos siRNAs ao RISC, as fitas de siRNA sdo separadas, € a fita
antisenso é entdo utilizada como molde pelo RISC para ir de encontro aos mMRNAs alvos, que
possuem sequéncias de nucleotideos complementares, e entdo degrada-los, impedindo que a
proteina correspondente seja traduzida (GELEY; MULLER, 2004). Dentre as proteinas-chave
do sistema de RNAI, as da familia das argonautas destacam-se, por serem componentes
fundamentais do RISC. A proteina Argonauta 2, por exemplo, forma um nucleo catalitico
com outras proteinas relacionadas e direciona a degradacédo especifica do mRNA alvo ou o
bloqueio do processo de tradugdo (LABREUCHE et al., 2010).

O RNAI demonstrou resultados satisfatorios em respostas antivirais de artrépodes

(WANG et al., 2006). Para camardes, ja existem varios trabalhos bem sucedidos envolvendo
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0 mecanismo. Sequéncias especificas de dsSRNA tem sido largamente aplicadas para inibir a
replicacdo viral no camardo contra o TSV, IHHNV, YHV, WSSV e IMNV (ROBALINO et
al., 2005; LOY et al., 2013). Em L. vannamei infectados com YHV, sequéncia especifica de
dsRNA atuou na prevencdo contra a infeccdo pelo virus, conferindo também efeito
terapéutico (ASSAVALAPSAKUL; CHINNIRUNVONG; PANYIM, 2009). Estudos feitos
com dsRNA com uma sequéncia especifica contra o virus da Taura resultou na inibicdo da
replicacdo do TSV (ROBALINO et al., 2005). A injecdo de RNAs de cadeia dupla
homologos a mMRNA para a VP28 do virus da sindrome da mancha branca pode induzir
protecdo no camaréo contra WSSV (NILSEN et al., 2017).

Camardes L. vannamei infectados experimentalmente com o virus da Mionecrose
Infecciosa que antes da infec¢do receberam injecdes com uma sequéncia otimizada de dsSRNA
apresentaram 50% de sobrevivéncia, enquanto os demais tratamentos que ndo receberam
injecOes de dsRNA relacionada, tiveram 100% de mortalidade, comprovando a eficacia da
aplicacdo de duplas fitas no tratamento da doenga, inclusive reduzindo significativamente o
namero de copias virais nos animais tratados (LOY et al., 2013).

Uma baixa dose (0,02 pg) de um fragmento de 81 ou 153 pb, com sequéncia
correspondente a suposta clivagem da proteina 1 no ORF1, protegeu 100% dos animais
desafiados com o Virus da Mionecrose Infecciosa contra a manifestacdo dos sinais da doenga
e mortalidade causada por ela. Além disso, os animais tratados com dsRNA especifica
sobreviveram a uma infeccdo inicial e foram resistentes a infeccdes subsequentes mais de 50
dias depois, com uma dose maior do virus. Essa protecdo € provavelmente dependente da
sequéncia, visto que o dsRNA ndo especifico para a sequéncia nao forneceu protecdo aos
animais como havia sido descrito para outros virus de camardo (LOY et al., 2012). A injecdo
de dsRNAs sintéticas visando os genes ORFla e ORF1b inibiu fortemente a replicacdo do
IMNV ao longo de um periodo de 3 semanas ap6s desafio viral, e resultou em 90 e 83% de
sobrevivéncia dos camar@es, respectivamente (FEIJO et al., 2015).

Diante do exposto, a aplicacdo do mecanismo de interferéncia por RNA vem se
mostrando como uma ferramenta promissora e efetiva para o controle de viroses em camardes
cultivados (LIU; SODERHALL; JIRAVANICHPAISAL, 2009). A identificacdo e
caracterizacdo do papel dos pequenos acidos ribonucleicos (small RNAs) ndo codificantes na
regulacao da expressdo génica e a técnica de RNAI sdo eventos marcantes na area das ciéncias
bioldgicas, e constituem atualmente uma das areas de estudo mais ativas e estudadas da
biologia (KULCHESKI; MARGIS, 2017).



30

2.6 Producéo de dsRNA in vivo

Mesmo diante do grande potencial da tecnologia de RNAi como uma importante
ferramenta de contribuicdo para o desenvolvimento de terapias génicas a partir do
silenciamento de genes virais que acometem a carcinicultura, ainda existem alguns impasses
para a aplicacdo pratica em larga escala, como os elevados custos na utilizacdo de dsSRNA
quando produzidos in vitro e a escolha do melhor método de entrega efetivo das dsRNAs aos
animais (SAKSMERPROME et al., 2009; SANCHEZ-ALVAREZ et al., 2018).

No camardo, o silenciamento génico tem sido experimentalmente induzido por
varios métodos, tais como injecdo in vivo, entrega in vitro a partir de culturas primarias de
células e alimentacdo contendo bactérias que produzem dsRNA in vivo. A injecdo
intramuscular de dsRNA é um dos métodos mais utilizados para interromper a expressao
génica, principalmente em desafios experimentais, e varios estudos mostram em diferentes
espécies de camar@es a capacidade de dsSRNA ectopico se espalhar do local de injecdo para 0s
demais tecidos, mediando a degradacdo de mRNAs alvos ou impedindo sua traducédo,
facilitando desse modo experimentos de silenciamento génico confiaveis e reprodutiveis. No
entanto, torna-se pouco viavel sua aplicacdo pratica em cultivos, devido ao oneroso manejo e
elevado custo para a producdo in vitro em quantidades necessarias para atender a uma alta
demanda em se tratando de escala de cultivo comercial (ROBALINO et al., 2011).

A producdo in vivo de dsRNA em larga escala vem sendo feita a partir da
utilizacdo de variados microrganismos. Recentemente, pesquisas vém sendo realizadas
utilizando virus recombinantes para a transferéncia de genes em diversas espécies animais,
incluindo camarBes. A exemplo de estudos com baculovirus recombinantes, que tem sido
atualmente desenvolvidos para expressar a proteina VP28 de WSSV em sua superficie para a
entrega de genes que expressam dsRNA especifico para rr2 de WSSV em células de camardo,
desencadeando o mecanismo de RNAI, com a finalidade de investigar os efeitos protetores da
utilizacdo desse virus recombinante como um veiculo de entrega de dsSRNA
(RATTANAROJPONG et al., 2016).

A bactéria Escherichia coli é uma das espécies mais testadas e utilizadas em
diversos trabalhos ja realizados, apresentando eficacia na producdo de dsRNA para protegéo e
tratamento de camardes contra doencgas virais (SARATHI et al., 2008; SAKSMERPROM et
al., 2009; LOY et al., 2012; THAMMASORN et al., 2015).

Em meio a indmeros microrganismos disponiveis que podem ser utilizados para

essa finalidade, alguns pertencentes ao género Bacillus tém atualmente se mostrado como
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candidatos interessantes. Muitos estudos tém sido realizados com a espécie Bacillus subtilis,
diante de seu potencial probidtico e da possibilidade da utilizacdo de linhagens
recombinantes, capazes de produzir moléculas antivirais, e por serem um potente veiculo de
entrega, devido sua resisténcia e capacidade de esporulacdo, que os fazem sobreviver a
condi¢Ges ambientais adversas, facilitando sua estocagem e oferta viavel aos animais. Além
disso, ndo sdo patogénicos, ndo sdo tdxicos quando utilizados como alimento e podem
produzir substancias antimicrobianas, versatilidade no uso de nutrientes para seu crescimento,
alta secrecdo de compostos enzimaticos e antimicrobianos, formagdo de esporos e por ser
reconhecidamente seguro (Generally Recognized as Safe - GRAS) pela Administragcdo de
Alimentos e Medicamentos (Food and Drug Administration — FDA), tornando-os candidatos
mais adequados em comparacdo com outros probidticos (BALCAZAR; ROJAS-LUNA;
CUNNINGHAM, 2007; LIU et al., 2010; FU et al., 2011; OLMOS; PANIAGUA-MICHEL,
2014).

Contudo, a escolha do melhor e mais efeitvo método de producdo e entrega de
moléculas de dsRNA que ativem o mecanismo de RNAI e que, de fato, silenciem genes de
interesse requer mais investigacao e continua a ser um desafio para a aplicabilidade pratica da

terapia, que precisa ainda ser consolidada na carcinicultura (DHAR et al., 2019).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a dindmica da expressao de genes imunoldgicos em camarfes Litopenaeus vannamei
infectados experimentalmente com o virus da mionecrose infecciosa (IMNV) e tratados com

moléculas de dsRNA produzidos in vivo.

3.2 Especificos

o Validar a infectividade dos extratos IMNV e SPF (livre de IMNV, WSSV e IHHNV)
por meio de bioensaio de infecgdo experimental.

o Acompanhar o desenvolvimento da mionecrose infecciosa ao longo do periodo de
desafio, por meio de PCR em tempo real e anélise histopatoldgica.

o Avaliar a expressao diferencial de genes imunoldgicos (Sid-1, Dicer-2, Argonauta-2,
proPO-1 e PPAE-1) frente a infeccdo com o IMNV e administracdo de diferentes dosagens de
moléculas produzidas in vivo pela cepa de Bacillus subtilis JJBs3 expressando a construcao
dsRNA-VP280RF1a.
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4 MATERIAL E METODOS

No presente estudo foram realizados dois experimentos, mencionados no texto
como experimento 1 e experimento 2. Os subtdpicos deste item se propdem a apresentar 0s
delineamentos experimentais dos dois bioensaios, bem como 0s demais procedimentos
metodoldgicos que os antecederam: preparacdo de extratos de tecidos e producdo de dsRNAs,
e as etapas pds experimentos: analises histologicas, extracdo de RNA, sintese de cDNA,

quantificacdo do IMNV por RT-qPCR, analises de expressdo génica e analises estatisticas.

4.1 Preparacdo dos extratos de tecidos infectado por IMNV e extrato de tecido SPF
(livre de IMNV, IHHNV e WSSV)

Os extratos utilizados nos desafios experimentais foram produzidos no Centro de
Estudos e Diagnostico de Enfermidades de Organismos Aquaticos (CEDECAM, Labomar,
UFC). A producéo do extrato de tecido infectado pelo IMNYV foi feita por meio da captura de
47 camardes com 9 g (1), provenientes de regiGes do Nordeste brasileiro com relatos de
surto da Mionecrose Infecciosa. RT-PCR foi utilizado para selecionar os animais infectados
com IMNV, utilizando protocolo descrito por Senapin et al. (2007). Foram realizados ainda,
PCR para investigar a presenga do WSSV (NUNAN; LIGHTNER, 2011) e IHHNV (OIE,
2012), para selecionar camardes infectados somente por IMNV, conforme protocolo adaptado
de Prior et al. (2003).

Para a producdo do extrato de tecido SPF, 72 camardes de 9 g (+1) obtidos do
Laboratério de Nutricdo de Organismos Aquéaticos (LANOA) foram mantidos
individualmente por 7 dias em sistema monitorado diariamente, em caixas plasticas de 5,5
litros com aeracdo constante e renovacdo de agua diaria de 50%, obedecendo aos seguintes
parametros: 28°C, pH 7,3, 5,5 mg/L de Oxigénio Dissolvido e fotoperiodo de 12 horas de
claro e 12 horas de escuro. Todos os animais foram diagnosticados por gPCR ou RT-gPCR
para WSSV, IHHNV e IMNV, com a finalidade de selecionar os animais livres dos trés
patdgenos para a producdo do extrato de tecido SPF. Um total de 24 animais estava livre dos
trés patdgenos virais investigados, que sdo 0s que mais preocupam a regido Nordeste, e foram
utilizados para a elaboracdo do extrato.

Ambos os extratos foram preparados a partir do muasculo abdominal dos camardes
selecionados. As amostras foram homogeneizadas em tampao salino gelado (NaCl 330 mM,
Tris 10 mM, pH 7,4) (1:10 p/v) e em seguida centrifugadas a 4.000 g/30 min/4°C. O
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sobrenadante foi recuperado e novamente centrifugado a 8.000 g/30 min/4°C. Os extratos
finais obtidos foram filtrados em membranas de 0,45 pm e 0,22 pum, respectivamente, e depois
armazenados a -80°C até o momento de sua utilizagdo (adaptado de PRIOR et al., 2003). Para
0 extrato de tecido infectante, apds a quantificacdo do numero de copias do IMNV por RT-
gPCR, com um valor estimado de 1,02 x 10° copias/100 pl do extrato, foi diluido nas
concetracdes de 10™ e 102, o que resultou na determinacao aproximada de 1,02 x 10* e 1,02 x
10° copias/100 ul, respectivamente, utilizadas para o bioensaio de infeccdo experimental de

validacao dos extratos, seguindo metodologia adaptada de Feijo (2014).

4.2 Indugéo e extracdo de dsRNAs

A cepa JJBs3 utilizada no segundo experimento foi desenvolvida e cedida por
Filno (2019) e trata-se de um Bacillus subtilis com delecdo do gene rnc envolvido na
producdo da enzima ribonuclease tipo Ill, que atua na degradacdo de dsRNA, e a integracdo
de genes da VP28 do virus da sindrome da mancha branca (White Spot Sindrome Virus —
WSSV) e do gene da ORF1a do virus da mionecrose infecciosa (Infectious Myonecrosis Virus
— IMNV) flanqueados por dois promotores bidirecionais Py ativados na fase estacionaria de
crescimento bacteriano. Esta cepa possui resisténcia aos antibidticos eritromicina e
cloranfenicol.

Os processos de inducdo e extracdo das moléculas de dsSRNAs foram realizados
no Laboratério de Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da
Universidade Federal do Rio Grande (FURG). Para induzir a producdo de dsRNA pela
bactéria Bacillus subtilis cepa JJBs3, foi inoculada em meio minimo proposto por
Anagnostopoulos e Spizizen (1961) modificado [10x ((10 g de (NH,4),SO,; 70 g de K,HPO,;
30 g de KH,PO,; 5 g de Tris Na-Citrato 2x H,0O; 1 g MgSO, 7xH,0; agua destilada) + agua
destilada] com glicose (20%), caseina (1%) e cloranfenicol (10 mg/mL)) até atingir o O.D de
0,1 (600nm), incubado overnight a 37°C com agitacdo continua (250 rpm).

Para extracdo das dsRNAs, aliquotas do cultivo foram centrifugadas a 10.000 g/5
min/25°C. Em seguida o sobrenadante foi descartado e adicionou-se ao pellet 20 mg/mL de
lisozima diluida em 200 pl de tampédo de digestdo e mantido por 30 min/37 °C. Foram
adicionados 200 ul de SDS 0,1% em PBS, e posteriormente as amostras foram fervidas por 2
minutos. Foram adicionados 3,0 mL de Trizol® e incubou-se por 5 minutos & temperatura
ambiente. Em seguida adicionou-se 2,0 mL de cloroférmio e as amostras foram incubadas por

3 minutos, posteriormente centrifugadas a 12.000 g/15 min/4 °C. O sobrenadante é 0 RNA
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extraido, que foi transferido para um novo tubo estéril, onde foi adicionado 10 mL de alcool
isopropilico gelado, e misturado por inversao.

Para facilitar a precipitacdo do RNA, foi estocado a -80°C por 1 hora. As amostras
foram descongeladas em temperatura ambiente e centrifugadas a 10.000 g/10 min/4 °C. As
amostras foram lavadas com 1 mL de etanol 75%, mescladas no vortex e centrifugadas a
7.500 g/5 min/4 °C. O sobrenadante foi descartado cuidadosamente e os tubos invertidos
sobre um papel toalha para secagem do pellet a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Para a solubilizacdo foi adicionado ao pellet 2 mL de solucdo salina e em seguida foram
quantificadas no BioDrop™ da Isogen como RNA.

Para visualizar o material extraido foi realizada eletroforese em gel de agarose a
1%. As duplas fitas de RNA estavam na concentracdo de 186 pg/mL, e foram padronizadas
para as diferentes diluicdes utilizadas no experimento 2 (0,5; 1,0; 3,0 e 5,0) pug de dsRNA por

grama de camarao, de acordo com o peso do animal.

4.3 Experimento 1 — Validacédo dos extratos de tecidos infectante e livre de patdgenos

especificos

O desafio experimental foi conduzido no Laboratério Multiuso do Centro de
Estudos em Aquicultura Costeira (CEAC), localizado no municipio de Eusébio — Ceara e teve
duracdo de 22 dias. Foram utilizados camardes marinhos juvenis da espécie Litopenaeus
vannamei, fornecidos pelo LANOA. Esses animais passaram por processo de aclimatacdo
durante 20 dias anteriores ao experimento em 7 tanques de 500 litros cada, com aeragéo
continua e renovacao diaria de agua de 50% do volume total.

Os parametros fisico-quimicos da &gua monitorados foram mantidos em
salinidade 34, temperatura aproximada de 28°C, pH 7,3, 5,5 mg/L de Oxigénio Dissolvido e
fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro. Durante a aclimatacdo e no decorrer do
bioensaio os camardes foram alimentados 2 vezes ao dia com ragdo comercial contendo 35%
de proteina bruta em uma quantidade correspondente a 3,5% do peso corporal.

Apo6s o periodo de aclimatacdo, os animais com peso de 5 g (x1) foram
transferidos para aquarios de 100 litros. Um total de 80 animais foi distribuido em 8 aquarios,
divididos em 4 grupos distintos, sendo 2 aquarios por tratamento, 20 animais por tratamento,
identificados de acordo com o material injetado como: 1) Injegédo com solugdo salina (grupo
controle 1); Il) Injecdo com extrato SPF (grupo controle 2); 111) Injecdo com extrato IMNV

10 1V) Injecdo com extrato IMNV 10™. Cada camardo foi injetado intramuscularmente com
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100 pl de solugdo salina (NaCl 330 mM, Tris 10 mM, pH 7,4), extrato de tecido SPF ou
extrato de tecido infectado por IMNV (valor estimado de 1,02 x 10° copias/100 ul) em duas
diferentes diluicdes (102 e 10™) resultando na determinacéo aproximada de 1,02 x 10* e 1,02
x 10% copias/100 pl respectivamente, de acordo com seu tratamento.

Os camardes foram observados trés vezes ao dia para o registro da mortalidade e
acompanhamento de sinais clinicos caracteristicos de IMN. Para as analises moleculares por
RT-gPCR foram coletadas amostras de hemolinfa (~150 pl) de seis camardes por tratamento
por dia de coleta, selecionados aleatoriamente, tendo sido as coletas realizadas no 2° dia antes
da injecdo e nos 3° e 6° dias ap0ds a injecdo. Para evitar que 0 mesmo camardo fosse escolhido
mais de uma vez para coleta de material bioldgico, um pequeno corte no urépode foi realizado
para identificacdo.

Para as analises histologicas foram coletados quatro animais por tratamento. Nos
grupos injetados com extrato de tecido infectado por IMNYV foram selecionados os camardes
moribundos que apresentavam sinais clinicos avancados de IMN, coletados nos dias de
maiores taxas de mortalidade, 5° e 6° dia pés-infeccdo para o tratamento 1V (10™7) e 7° e 8°
para o tratamento 111 (10) e nos grupos controles os animais foram amostrados de modo

aleatdrio, no 20° dia pos-injecao.

4.4 Experimento 2 — Dose-resposta de dsRNA produzidas in vivo para o tratamento

contra a doenca causada pelo virus da mionecrose infecciosa

O presente experimento teve duracdo de 25 dias e foi realizado no Laboratério
Multiuso do CEAC, localizado no municipio de Eusébio — Ceara. Foram utilizados camardes
marinhos juvenis da espécie Litopenaeus vannamei, fornecidos pelo LANOA. Esses animais
passaram por processo de aclimatacdo durante 20 dias anteriores ao experimento em 7 tanques
de 500 litros cada, com aeracdo continua e renovacao diaria de d&gua de 50% do volume total.

Os parametros fisico-quimicos da &gua monitorados foram mantidos em
salinidade 34, temperatura aproximada de 28°C, pH 7,3, 5,5 mg/L de Oxigénio Dissolvido e
fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro. Durante a aclimatacao e no decorrer do
bioensaio os camardes foram alimentados 2 vezes ao dia com ra¢do comercial contendo 35%
de proteina bruta em uma quantidade correspondente a 3,5% do peso corporal.

Apo6s o periodo de aclimatacdo, 240 animais com peso de 5 g (x1) foram
distribuidos em 12 aquarios de 100 litros cada, equivalentes a 6 tratamentos distintos, cada

aquario contendo 20 camardes e cada tratamento com 40 camardes, e identificados de acordo
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com as solugdes injetadas em: 1) Solucéo salina e extrato de tecido SPF (controle negativo),
I1) Solucéo salina e extrato de tecido infectado por IMNV (controle positivo), I11) 0,5 pg de
dsRNA por grama de camardo, produzidas pelo Bacillus (VP280RF1a) e tecido infectado por
IMNV, IV) 1,0 ug dsRNA por grama de camardo, produzidas pelo Bacillus (VP280RF1a) e
tecido infectado por IMNV, V) 3,0 pg dsRNA por grama de camardo, produzidas pelo
Bacillus (VP280RF1a) e tecido infectado por IMNV, VI) 5,0 ug dsRNA por grama de
camarao, produzidas pelo Bacillus (VP280RF1a) e tecido infectado por IMNV. A primeira
injecdo, com solucdo salina (grupos controles) ou dsRNA (demais tratamentos) foi realizada
dois dias antes da injecdo com extrato de tecido SPF (I) ou extrato de tecido infectado por
IMNV(I1-V1) . Os animais dos tratamentos I, 11I, 1V, V e VI foram injetados com extrato
IMNV na concentracdo aproximada de 1,02 x 10° copias/100 ul, correspondente a dilui¢do de
1072, validado no experimento 1.

Para as andlises moleculares por RT-qPCR foram coletadas amostras de
hemolinfa (~150 ul) de nove camardes por tratamento por dia de coleta, tendo sido as coletas
realizadas no 2° dia antes da injecdo, e nos 5° e 8° dias apds injecdo com extrato IMNV ou
SPF. Apods a coleta da hemolinfa, os camarGes foram marcados e devolvidos aos seus
respectivos aquéarios e ndo participaram de coletas subsequentes. Para as analises histologicas
foram coletados quatro animais por tratamento, selecionando dos tratamentos I1-VI, animais
que apresentavam sinais clinicos avancados de IMN, no 7° e 8° dia pds-injecdo, e no
tratamento | (controle negativo) os animais foram amostrados de modo aleatério no 20° dia, ja

gue todos apresentavam aspectos de animais saudaveis.

4.5 Andlises histoldgicas

Os camardes amostrados para histologia foram fixados com solucdo de Davidson
AFA (11,5% de acido acético glacial, 22% de formalina e 33% de alcool etilico 95%) e
imersos na mesma solucdo. Depois de 24 horas, as amostras foram transferidas para alcool
70%, para serem processadas posteriormente. Apds as etapas de desidratacdo, diafanizacéo,
infiltracdo e incluséo, cortes histologicos transversais e longitudinais de 5 pm foram obtidos
com o uso do microtomo e submetidos a coloragdo com hematoxilina—eosina e a seguir
examinados por microscopia de luz (BELL; LIGHTNER, 1988). Alteracdes histopatologicas

caracteristicas da IMN foram analisadas conforme descrito por Lightner (2011).

4.6 Extracdo de RNA e sintese de cDNA
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A hemolinfa de cada camaréo coletado foi centrifugada a 1.200 g/10 min/4°C para
isolar os hemacitos do plasma, o0 RNA total foi extraido com a utilizacdo do reagente Trizol
(Invitrogen®), seguindo as instrucbes do fabricante. As amostras foram incubadas durante 5
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, adicionou-se 200 pl de cloroférmio,
agitando-as vigorosamente durante 1 minuto no vortex. Em seguida foram incubadas a
temperatura ambiente por 15 min. Para a separacao das fases, as amostras foram centrifugadas
a 12.000 g/15 min/4 °C. Transferiu-se 450 pl da fase superior (RNA total) para um tubo de
1,5 mL contendo 500 pl de alcool isopropilico. As amostras foram incubadas durante 15
minutos a 30°C, e centrifugadas a 12.000 g/10 min/4 °C. O sobrenadante foi removido por
inversdo, tomando-se os devidos cuidados para nao perder o pellet.

As amostras foram lavadas com 1 mL de etanol 75%, mescladas no vortex e
centrifugadas a 7.500 g/5 min/4 °C. O etanol foi descartado e 0s tubos invertidos sobre um
papel toalha para secagem em temperatura ambiente durante 10 minutos. O RNA total foi
dissolvido em 40 puL de A&gua ultrapura (Invitrogen®) e quantificado utilizando o
espectrofotdbmetro NanoDrop ® 2000 da Thermo Scientific. As amostras de RNA foram
padronizadas na concentracdo de 50 ng/uL para o processo de sintese de cDNA. Para as
andlises de expressdo génica, as amostras de RNA total foram tratadas com DNase |
(Invitrogen™), conforme recomendagdes do fabricante.

O cDNA foi sintetizado com o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription
(Life Technologies®) em um volume de 10 pl de reagdo final contendo 1 pl de RT Buffer
(10x), 0,4 ul de ANTP’s mix (25x%), 1 ul de RT random primers (10x), 0,5 pl de MultiScribe™
Reverse Transcriptase (50 U), 2,1 ul de H,O Nuclease-Free ¢ 5,0 ul de RNA total. As
amostras foram incubadas em termociclador a 25°C/10 min, seguidos de 37°C/120 min e
85°C/5 min. O cDNA foi armazenado a -20°C até a sua utilizacdo para as andlises de

quantificacdo viral por RT-gPCR e expressédo génica.
4.7 Quantificacdo do IMNV por RT-gPCR

Para a quantificacdo do numero de copias do IMNV foi utilizada a metodologia e
primers descritos por Andrade et al. (2007). As reagdes de RT-gPCR para a quantificacdo da
carga viral foram realizadas em um volume final de 10 pl, contendo 5 pl TagMan™ Universal
Master Mix 1l com UNG, Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific, 0,3 pl (10 pM) de
cada primer, IMNV412F (5-GGACCTATCATACATAGCGTTTGCA-3") e IMNVS545R
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(5'AACCCATATCTATTGTCGCTGGAT-3"), 0,15 pl (10uM) da sonda de hidrélise (IMNV)
(5'-6FAM CCACCTTTACTTTCAATACTACATCATCCCCGG TAMRA-3"), 1 ul (10-25
ng) de cDNA e 3,25 ul de dgua ultrapura (Invitrogen®).

Um controle negativo, contendo todos os reagentes, exceto o cDNA alvo e uma
série de diluicdes (10x) do controle positivo pTOPO-IMNV equivalente a 10°, 107, 10°, 10°,
10*, 10°, 10? copias do IMNV foram também adicionados & placa para a reacdo da RT-qPCR.
O controle positivo pTOPO-IMNV consistiu de uma construcdo genética resultante da ligacao
de um fragmento de 908 pb do IMNV (N° de acesso no GenBank: AY570982, nt 4274-5181)
a0 pCR® 2.1-TOPO vector (Invitrogen®).

Para a quantificacdo do ndmero de cépias do IMNV foi utilizada a plataforma
7500 Real-time PCR system (Applied Biosystems®). As condi¢cbes de amplificacbes
obedeceram aos seguintes passos: incubacdo a 50°C por 2 min, seguido da ativacdo da
Platinum®Taqg DNA polymerase a 95°C por 2 min, 40 ciclos de 15s a 95°C e 30s a 60°C. Os
dados foram coletados durante a etapa de extensdo final (60°C). O numero de copias virais de
cada amostra foi determinado de acordo com o software SDS 1.3.1 (Applied Biosystems®).
Todas as amostras foram testadas em duplicata e s6 foram consideradas positivas quando

ambas as réplicas apresentaram amplificacdo valida.

4.8 Andlise da expressdo de genes imunoldgicos

Os genes p-actina, Efla, Sid-1, Dicer-2 e Argonauta-2, proPO-1, PPAE-1 foram
analisados através de RT-qPCRs quantitativas, utilizando o reagente Platinume SYBRe Green
gPCR SuperMix — UDG (Invitrogene), na plataforma ABI 7500 Real Time Systems (Applied
Biosystemse). Como genes de referéncia para calcular a quantificacdo de expressdo génica em
L. vannamei foram utilizados iniciadores correspondentes ao gene do fator de elongacédo 1-
alfa (YAO et al., 2010) e da S-actina, por apresentar alta taxa de conservacgao entre inimeras
espécies.

A eficiéncia de amplificacdo de todos os primers foi determinada de acordo com
Pfaffl et al. (2002) e a especificidade das amplificacfes verificadas a partir da analise das
curvas de melting. As reacbes de RT-qPCR foram feitas em um volume final de 10 pl
contendo 5 pl do Platinume SYBRe Green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogene), 0,3 ul (10
uM) de cada primer, 0,2 ul (50x) do corante de referéncia Rox, 1 ul (12,5 ng) de cDNA e 3,2
ul de agua ultra pura (Invitrogen®). As condigdes de termociclagem utilizadas foram 50°C/2
min, 95 °C/2 min, seguido de 40 ciclos de 95°C/15s e 60°C/30s. As reacdes de RT-qPCR
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foram realizadas em duplicatas e somente consideradas validas quando a média dos Cq das
réplicas apresentava um desvio de até 0,3. Os valores de Cq médios obtidos foram
normalizados e convertidos para a forma linear pelo método 274 (LIVAK; SCHMITTGEN,
2001). Os normalizadores p-actina e EF1-alfa foram analisados pelo geNorm para
normalizacdo dos dados com critério M<1,5, e em seguida o fator de normalizagdo obtido foi
utilizado para o célculo da expressao dos genes de cada amostra.

Para o experimento 2 foram feitos pool de cDNA (material genético de 3
camarfes por pool), tendo sido 3 pool por tratamento em cada ponto de coleta. No
experimento 1, como s6 foram coletadas seis amostras por tratamento por dia de coleta, as

analises foram realizadas com material individual, e ndo em pool.

4.9 Analises estatisticas

Para analisar as diferencas das curvas de sobrevivéncia entre os tratamentos foi
utilizado o teste de Log-rank (Mantel-Cox), estimado pela metodologia Gehan-Breslow-
Wilcoxon. Para examinar as diferencas na carga viral foi aplicada anélise de variancia de uma
via (One-way analysis of variance, ANOVA), utilizando o teste de Dunnett’s para multipla
comparacao.

Para as diferencas na expressdo dos genes, como os dados de expressdo obtidos
ndo obedeceram ao critério de homocedasticidade foi utilizado o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis e o pos-teste de mdltiplas comparacdes Student-Newman-Keuls. Para as
andlises estatisticas utilizou-se os softwares GraphPad Prism versdo 5.01 for Windows
(GraphPad Software®) e StatSoft Statistica 7.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Experimento 1 - Validacédo dos extratos de tecidos infectante e livre de patogenos

5.1.1 Sobrevivéncia

Os percentuais de sobrevivéncia dos camardes desafiados estdo apresentadas no
grafico 1. Os primeiros sinais clinicos macroscépicos caracteristicos da Mionecrose
Infecciosa foram observados no 4° dia pos-infeccdo (d.p.i) nos camarbes que foram injetados
com extrato IMNV 107 e 10™. Opacidade muscular na regido abdominal distal e na cauda,
natacdo erratica e reducdo nas taxas de alimentacdo foram verificadas nesses animais. No 5°
d.p.i foram registradas as primeiras mortalidades no tratamento com extrato IMNV 10™. A
partir do 6° d.p.i ocorreram mortalidades mais atenuadas no tratamento 10 e iniciaram as
mortalidades no tratamento10?,

Os dias 6,7 e 8 pos-infeccdo foram o0s que apresentaram maiores indices de
mortalidade nos tratamentos com extrato IMNV nas duas concentragdes. Todos 0s animais
injetados com o extrato IMNV nas concentracdes (10™) e (10) morreram até o 9° d.p.i. Os
grupos infectados com o extrato IMNV (102 e 10°%) apresentaram entre si diferenca estatistica
significativa (p<0,05) em suas curvas de sobrevivéncia. Foram observados padrdes similares
nas curvas de mortalidade.

Ao longo dos 22 dias de experimento ndo ocorreu mortalidade e ndo foram
observados sinais clinicos macroscépicos indicativos de Mionecrose Infecciosa nos grupos
controles, nos quais os camardes receberam injecbes com solucéo salina ou extrato de tecido
SPF.
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Gréfico 1 - Percentual de sobrevivéncia dos camardes injetados com solugdo salina, extrato
SPF ou extrato IMNV (102 e 10™) no periodo de 20 dias p6s-injecéo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.1.2 Histologia

Danos teciduais, como infiltracdes hemociticas, necrose coagulativa e esferoides
ectdpicos no 6rgdo linfoide foram observados por meio de métodos histopatologicos,
confirmando a infec¢do pelo virus da mionecrose infecciosa nos grupos que foram injetados
com o extrato viral, enquanto nos tratamentos controles (SPF e solucdo salina) ndo foram
observadas alteracdes histopatoldgicas (Figura 1).

Figura 1 — Fotomicrografias de cortes histoldgicos corados com H&E referentes aos
tratamentos do experimento 1 (I — solucdo salina, 1l — extrato de tecido SPF, 1l — IMNV 107,
IMNV 10™). As imagens do lado esquerdo (A, C, E e G) sdo de tecido muscular, enquanto as
do lado direito (B, D, F e H) sdo cortes do hepatopancreas, mostrando o érgdo linfoide. A e B:
Solucdo Salina, C e D: Extrato SPF, E e F: IMNV 102 G e H: IMNV 10, A e C: tecido
muscular normal; B e D: o6rgdo linfoide de animais que ndo foram infectados
experimentalmente com IMNV; F e H: hipertrofia do 6rgdo linfoide ocasionada pela
acumulacdo de esferoides; E e G: infiltragbes hemociticas, necroses de coagulacdo e de
liqguefacdo com substituicdo do tecido muscular por tecido fibroso. Aumento com objetiva:
10x. Barra de Escala: (100 pm).



Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.1.3 Evolucéao da carga viral

O extrato do IMNV utilizado nos experimentos teve a média do nimero de copias
virais estimado em 1,02 x 10° copias/100 pl, o que resultou na determinagdo aproximada de
1,02 x 10° copias/100 pl na dilui¢do de 107 (tratamento 111) e 1,02 x 10* copias/100 pl para a
diluicdo de 107 (tratamento 1V).

Conforme apresentado no grafico 2, pode-se observar que os animais ja
apresentavam uma carga Viral basal antes das injecGes, com valores homogéneos para todos
0s camardes analisados pertencentes aos quatro grupos estudados, resultando num valor
médio de 1,20 x 10% cépias do IMNV/ug de RNA. Nos tratamentos controles | e 11 (solugdo
salina e extrato SPF) ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas (p<0,05) na
evolucdo da carga viral ao longo dos dias de experimento. Nos tratamentos que receberam
injecdo com extrato IMNV foram verificadas diferengas estatisticamente significativas
(p<0,05) no nimero de copias virais entre o primeiro e o Gltimo ponto de coleta, com valores
médios de 1,33 x 10% no 2° dia pré-infeccdo e 1,59 x 10" copias do IMNV/pg de RNA no 6°

dia pds-infeccéo.

Gréfico 2 - Quantificacdo do nimero médio de copias do IMNV no 2° dia pré-injecdo e nos
3° e 6° dia pés-injecdo da solucdo salina, extrato SPF ou extrato IMNV (1072, 10™) em
camarfes L. vannamei. As diferencas estatisticas sdo relacionadas ao 2° dia pré-injecdo e
representadas com asteriscos, dois (**) quando (p<0,001) ou trés asteriscos (***) para (p
<0,0001).
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5.1.4 Expresséo dos genes

5.1.4.1 Gene Sid-1

Os niveis de expressdo do mMRNA do Sid-1 detectados nos hemacitos dos animais
analisados no decorrer dos dias de experimento apresentaram diferenca estatistica
significativa (p<0,05) apenas no tratamento controle | (solucdo salina) e tratamento IlI
(IMNV 102). Os camardes pertencentes ao grupo | tiveram os niveis de expressdo do Sid-1
diminuidos em 88% e 89% no 3° e 6° dia pOs-injecdo respectivamente, quando comparados
ao 2° dia antes da injegdo. Os animais infectados experimentalmente com IMNV na diluicdo
de 10 tiveram os niveis dos transcritos aumentados em 151% no 6° dia pés-injecdo em
relacdo ao 2° dia pré-injecdo, e aumentando em 260% do 3° para o0 6° dia pds. Nos demais
tratamentos (I1- SPF e IV- 10™") ndo foram detectadas variacdes significativas nos niveis do

transcrito ao longo dos dias de experimento (Figura 2).
5.1.4.2 Gene Dicer-2

Os niveis dos transcritos do Dicer-2 apresentaram variages significativas ao
longo dos dias de experimento em todos os grupos testados. Nos tratamentos controles | e 11
houve uma regulacdo para baixo nos niveis dos transcritos no 6° dia p6s-injecdo em relacao
ao 2° dia pré-injecdo. Houve uma diminuicdo de 93% (p<0,05) e 91% (p<0,05) na expressdo
do mRNA de Dicer-2 nos grupos injetados com solucéo salina (1) e extrato de tecido SPF (11),
respectivamente. No grupo 111, injetado com extrato de tecido infectado por IMNV (10?) a
expressao foi diminuida em 55% (p<0,05) no 3° dia pos em relacdo ao 2° dia pré-injecdo e
aumentada 120% (p<0,05) no 6° dia em relacdo ao 3° dia pds-injecdo, enquanto que no grupo
IV, injetado com extrato de tecido infectado por IMNV (10™) a expressdo foi diminuida em
90% (p<0,05) no 6° dia p6s em relacdo ao 2° dia pré-injecdo (Figura 2).

5.1.4.3 Gene Argonauta-2

Os niveis de expressdo do mMRNA do Argonauta-2 detectados nos hemaocitos dos
camardes examinados apresentaram variagOes significativas (p<0,05) ao longo dos dias de
experimento em todos os tratamentos. No tratamento | (salina) os niveis de expressao do

Argonauta-2 diminuiram 73% e no tratamento Il (SPF) 92% do 2° dia pré para o 3° dia pos-
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injecdo, e aumentaram 195% do 3° para o 6° dia no tratamento Il. No grupo IlI, em que 0s
animais foram injetados com extrato de tecido infectado por IMNV na diluicdo de 107 a
expressao aumentou 503% no 6° dia em relacdo ao 3° dia pos-injecdo, enquanto que no grupo
IV, injetado com extrato de tecido infectado por IMNV (10™) a expressdo foi diminuida em

74% no 6° dia p6s em relacdo ao 2° dia pré-injecdo (Figura 2).

5.1.4.4 Gene proPO-1

Para os camardes do tratamento I, os niveis de transcritos do proPO-1 foram
diminuidos cerca de 97% (p<0,05) do 2° dia pré para o 6° dia pds injecdo com solucéo salina
e 81% (p<0,05) do 3° para 0 6° dia p6s-injecdo. Os camardes injetados com o extrato de
tecido SPF também tiveram seus niveis de expressdo do mRNA do proPO-1 diminuidos em
92% (p<0,05) do 2° dia pré para o 6° dia pds-injecdo e 82% (p<0,05) do 3° para o 6° dia,
respectivamente. Dentre os grupos injetados com extrato de tecido infectado por IMNV,
somente o tratamento IV, que recebeu o virus em maior concentracdo (10™) apresentou
diferenca significativa (p<0,05) na expressdo do proPO-1 ao longo dos dias de experimento,
onde foi detectada uma diminuicao de 89% no nivel de expressdo dos transcritos do proPO-1

do 2° dia pré para o 6° dia pds-injecdo e 87% do 3° para 0 6° dia pos-injecdo (Figura 2).
5.1.4.5 Gene PPAE-1

Os animais que receberam injecdo com extrato de tecido SPF tiveram seus niveis
de expressdo do mRNA de PPAE-1 diminuidos em 77% (p<0,05) do 3° para o 6° dia pos-
injecdo. Os camardes pertencentes ao grupo injetado com extrato de tecido infectado por
IMNV (10™) também mostraram diminuicdo de 94% (p<0,05) nos niveis dos transcritos do
PPAE-1 do 2° dia pré para o 6° dia pés-injecdo. Os demais tratamentos ndo apresentaram

variacdes significativas entre os pontos de coleta no decorrer do experimento (Figura 2).

Figura 2 — Perfil de expressao dos genes Sid-1, Argonauta-2, Dicer-2, proPO-1 e PPAE-1lem
hemocitos do camardo L. vannamei injetados intramuscularmente com: | - solucéo salina; I1 -
extrato de tecido SPF; 111 — extrato de tecido infectado por IMNV (102); IV - extrato de tecido
infectado por IMNV (10'Y). Letras diferentes representam diferencas estatisticas entre os dias

do experimento em um determinado tratamento (p<0,05).
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5.2 Experimento 2 - Dose-resposta de dsSRNA produzidas in vivo para o tratamento
contra o virus da mionecrose infecciosa

5.2.1 Sobrevivéncia

No gréfico 3 so exibidas as taxas de sobrevivéncia dos camardes desafiados no
experimento 2. Os primeiros sinais clinicos macroscopicos caracteristicos da Mionecrose
Infecciosa foram observados no 6° dia pds-injecdo nos camarbes que foram injetados com
extrato IMNV, tanto no tratamento Il (controle positivo) como nos tratamentos que receberam
injecbes com dsRNA (I11-V1). Perda de transparéncia na regido caudal, opacidade muscular
na regido abdominal distal e na cauda, natacdo erratica e reducdo nas taxas de alimentacédo
foram verificadas nesses animais. Também no 6° dia foram registradas as primeiras
mortalidades nos animais infectados. Os dias 7 e 8 pds-injecdo foram o0s que apresentaram
maiores indices de mortalidade em todos os tratamentos que receberam injecdo intramuscular
com extrato IMNV (11-V1), 77 animais no dia 7 (32%) e 72 no dia 8 (34%) do total de 240
animais.

Entre todos os tratamentos que receberam injecdo com extrato IMNV nédo foram
verificadas diferencas estatisticas significativas (p<0,05) em suas curvas de sobrevivéncia, e
foram observados padrdes bem similares nas curvas de mortalidade. O tratamento | (controle
negativo) diferiu de forma significativa estatisticamente (p<0,05) de todos os demais
tratamentos (11-V1). Ao longo dos 25 dias de experimento apenas uma mortalidade foi
registrada no grupo de animais que foram injetados com solucdo salina e extrato de tecido
SPF (controle negativo) e ndo foram observados sinais clinicos macroscopicos indicativos de
Mionecrose Infecciosa.

O experimento foi finalizado no 23° dia pds-injecdo com 97,5%, 5%, 10%, 7,5%,

5% e 2,5% de sobrevivéncia nos tratamentos I, II, 11, IV, V e VI, respectivamente.

Grafico 3 - Percentual de sobrevivéncia dos camardes no periodo de 23 dias p6s-inje¢cdo com
extrato de tecido SPF () ou extrato de tecido IMNV (I1-V1).
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5.2.2 Histologia

Danos teciduais, como infiltracdes hemociticas, necrose coagulativa e esferoides
ectdpicos no orgdo linfoide foram observados por meio de métodos histopatoldgicos
confirmativos da infec¢do pelo virus da mionecrose infecciosa nos grupos que foram injetados
com o extrato de tecido infectado com IMNV, enquanto no tratamento controle negativo

(SPF) nédo foram observadas alteracdes histopatoldgicas (Figura 3).

Figura 3 — Fotomicrografias de cortes histoldgicos corados com H&E referentes aos
tratamentos do experimento 2 (I - controle negativo, Il - controle positivo, Il - 0,5 pg de
dsRNA por grama de camaréo, IV - 1,0 ug dsRNA por grama de camardo, V - 3,0 ug dsRNA
por grama de camardo, VI - 5,0 pg dsRNA por grama de camardo). As imagens do lado
esquerdo (A, C, E, G, | e K) sdo de tecido muscular, enquanto as do lado direito (B, D, F, H, J
e L) sdo cortes do hepatopancreas, mostrando o 6rgdo linfoide. A e B: extrato SPF; C e D:
extrato IMNV; E e F: 0,5 ug de dsRNA/g de camarédo; Ge H: 1,0 ug; leJ: 3,0 ug; Ke L: 5,0
Mg. A: tecido muscular normal; B: orgdo linfoide de animais que ndo foram infectados
experimentalmente com IMNV; C, E, G, | e K F e H: tecido muscular infectado por IMNV,
com infiltragdes hemociticas, necroses de coagulagdo e de liquefacdo com substituicdo do
tecido muscular por tecido fibroso; D, F, H, J e L: hipertrofia do érgéo linfoide ocasionada
pela acumulagéo de esferoides. Aumento com objetiva: 10x. Barra de Escala: (100 pm).
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Fonte: Elaborada pelo autor

5.2.3 Evolugéo da carga viral

Conforme mostrado no gréfico 4, pode-se observar que com excecdo dos animais
do tratamento |1, que receberam injecdo com extrato de tecido IMNV, todos os outros grupos
ja apresentavam uma carga viral basal antes das injecGes, com valores homogéneos para todos
0s camarfes analisados pertencentes aos outros cinco tratamentos, resultando num valor
médio de 4,75 x 10° copias do IMNV/pg de RNA. Todos os animais utilizados no
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experimento sdo oriundos de um mesmo lote e todos receberam os mesmos cuidados durante
a aclimatacéo, e foram escolhidos aleatoriamente para compor os tratamentos.

Em todos os grupos de camardes injetados com extrato de tecido infectado com
IMNV houve diferencas significativas (p<0,05) no nimero de copias virais no decorrer dos
dias de experimento. No tratamento I, em que os animais foram injetados com solucédo salina
e dois dias depois com extrato IMNV, houve um aumento no ndmero de copias do IMNV no
8° dia pés-injecdo (p<0,0001) com valores médios aumentados para 1,23 x 10° cépias virais
por ug de RNA. Nos demais animais pertencentes aos grupos que foram injetados com
dsRNA e dois dias seguidos injetados com extrato IMNV ocorreu aumento no ndmero de
copias virais no 8° dia pés-injecéo (p<0,0001) com valores médios aumentados de 1,49 x 10°
para 6,14 x 10%, 7,30 x 10° para 1,08 x 10°, 1,30 x 10° para 4,79 x 10° e 1,67 x 10? para 1,08 x
10® nos tratamento 111, 1V, V e VI, respectivamente. O tratamento IV apresentou ainda
diferenca estatistica significativa (p<0,001) entre o 2° e 5° dia pds-injecdo, aumentando de
7,30 x 10° para 3,06 x 10°.

Gréfico 4 - Quantificacdo do nimero médio de copias do IMNV no 2° dia pré-injecdo e nos
3° e 6° dia pés-injecdo da solucdo salina, extrato SPF ou extrato IMNV (1072, 10™) em
camardes L. vannamei. As diferencas estatisticas sdo relacionadas ao 2° dia pré-injecéo e
representadas com asteriscos, dois (**) quando (p<0,001) ou trés asteriscos (***) para (p
<0,0001).
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5.2.4 Expresséo dos genes

5.2.4.1 Gene Sid-1

Conforme mostrado na figura 4, apenas no tratamento I, onde os animais foram
injetados com solucdo salina e extrato de tecido SPF houve variacdo estatistica significativa
(p<0,05) nos niveis dos transcritos do Sid-1, que aumentou 104% no dia 0 com relagdo ao 2°

dia pré-injecao, e diminuiu 90% no 5° dia em relacéo ao dia zero.

5.2.4.2 Gene Dicer-2

Os niveis dos transcritos de Dicer-2 variaram significativamente (p<0,05) nos
tratamentos | e 1. No tratamento | houve reducdo de 95% em sua expressdo no 8° dia pos-
injecdo quando comparado ao 2° dia pré-injecdo e 94% no dia 8 em relacdo ao dia zero. Para
o tratamento Il, a expressao diminuiu 86% do 2° dia pré para o 8° dia pds-injecdo. Os demais
tratamentos ndo apresentaram variacdes estatisticamente significativas na expressdo desse

gene ao longo dos dias de experimento (Figura 4).

5.2.4.3 Gene Argonauta-2

Assim como para o gene Sid-1, os transcritos de Argonauta-2 também s6 variaram
significativamente (p<0,05) no tratamento I. Os niveis de expressdo do mRNA do Argonauta-
2 diminuiram 92% no 8° dia p6s-injecdo com relagdo ao 2° dia pré-injecdo e 95% tanto do dia

zero para 0 5°, como do zero para o 8° dia pos-injecao (Figura 4).

5.2.4.4 Gene proPO-1

Conforme exposto na figura 4, em nenhum dos tratamentos ocorreu alteragdo com

diferenga significativa nos niveis de transcri¢cdo do gene proPO-1.

5.2.4.5 Gene PPAE-1

De acordo com a figura 4, apenas no tratamento I, onde os animais foram

injetados com solugéo salina e extrato de tecido SPF houve variagdo estatistica significativa
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(p<0,05) nos niveis dos transcritos do PPAE-1, que diminuiu 87% do dia zero para o 8° dia

pos-injecao.

Figura 4 - Abundancia dos transcritos dos genes SID-1, Argonauta-2, Dicer-2, proPO-1 e
PPAE-1 em hemdcitos de camardes L.vannamei injetados intramuscularmente com: ) solugdo
salina e extrato de tecido SPF; 1) solugéo salina e extrato de tecido com IMNV; 111) 0,5 pg de
dsRNA/g de camardo; IV) 1,0 pug de dsRNA/g de camardo; V) 3,0 pug de dsRNA/g de
camarao; VI) 5,0 ug de dsRNA/g de camardo ao longo de 25 dias de bioensaio experimental,
no 2° dia pré-injecdo, dia 0, 5° e 8° dias p0s injecdo. As barras representam os pontos de
coleta (2° dia pré; dia 0; 5° dia p6s, 8° dia p0s). Letras diferentes representam diferencas

estatisticas (p<0,05) entre os dias do experimento em um determinado tratamento.
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6 DISCUSSAO

Os extratos de tecidos testados neste trabalho foram validados mediante as
analises de curvas de sobrevivéncia, avaliacdo da carga viral e histopatologia. A utilizacdo de
extrato de tecido livre dos patégenos WSSV, IMNV e IHHNV se mostrou adequada na
aplicacdo como controle negativo de infeccdo experimental, observando-se sobrevivéncia
méaxima e ndo evolucdo da carga viral significativa (p<0.05) semelhante ao verificado no
tratamento que recebeu a injecdo apenas com solucdo salina. Poucos trabalhos relatam a
utilizacdo de extratos de tecido livre de patdgenos como controle negativo de infeccéo
(PANTOJA et al., 2004; HASSON et al., 2005). A utilizacdo de extrato de tecido livre de
patdgenos pode ser considerada um controle mais apropriado para validacdo de infectividade
de indculos virais em bioensaios experimentais, dado que ambos possuem similar composicéo
bioguimica e diferem entre si apenas na presenca do agente patogénico.

Os animais utilizados nos experimentos ja apresentavam uma carga viral basal do
IMNV, visto que sdo provenientes do Nordeste brasileiro, tido como uma regido endémica
para esse patdgeno e levando em consideracdo que as principais larviculturas da regido ndo
dispdem de animais SPF para esta doenca, o que dificulta a obtencdo de animais livres de
IMNV.

A resposta imune e a modulacdo na expressdo de genes relacionados a imunidade
nos animais podem ser ativadas com a entrada de virus ou de algum outro corpo estranho nas
células do animal (ABBAS; LITCHMAN; PILLAI, 2015; JI; YAO; WANG, 2009), assim
sendo, essa infeccdo basal antes do bioensaio experimental pode ter interferido nas respostas
que se esperava obter quanto a modulacdo da expressdo dos genes tanto no experimento 1,
onde se buscou observar ao longo dos dias pds-injecdo a dindmica de expressdo dos
transcritos de genes relacionados a imunidade em animais que receberam injecbes em duas
diferentes concentragfes virais, quanto no experimento 2, em que foram ministradas
diferentes dosagens de dsRNAs produzidas por Bacillus subtilis JJBs3, que ndo surtiram
efeito protetivo e nem modularam a expressdo dos genes imunolégicos.

A ativacdo do sistema proPO é um parametro muito utilizado em crustaceos para
avaliar seu estado imunoldgico (SONG et al., 2003). A diminuicdo da atividade da PO pode
decorrer da menor proporcdo de hemdcitos granulares (HGs), visto que estas células
armazenam a pro-enzima proPO e outros fatores de ativacdo do sistema, assim a reducao nos
niveis de proPO em animais severamente infectados podem indicar uma imunodeplecdo
(JIRAVANICHPAISAL et al., 2006).
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No primeiro experimento, os resultados encontrados mostram niveis dos
transcritos de proPO-1 e PPAE-1 diminuidos no 6° dia pds-injecdo nos camarbes do grupo
que receberam maior concentracdo do virus (Figura 2). No entanto, interessantemente, essa
diminuicdo também foi verificada nos grupos controles. Muitos estudos também relataram
diminuicdo da expressdo génica de proPO e em sua atividade em animais submetidos a
infeccdes virais (ROUX et al., 2002; MATHEW et al., 2007; YEH et al., 2009; Al et al.,
2008; COSTA et al., 2009). Em contraste, outros trabalhos realizados com camarfes
infectados por WSSV e por TSV, demonstraram um aumento da atividade da pro-
fenoloxidase (MOTESDEOCA et al., 2001; SONG et al., 2003).

Em L. vannamei, um gene homologo ao Sid-1 foi identificado, cujos niveis de
transcritos aumentaram ap0s injecdes com dsRNA de sequéncia nao-especifica
(LABREUCHE et al., 2010). Esses resultados indicam que o dsRNA ativa a transcri¢cdo do
Sid-1 e sugerem seu potencial papel na captacdo dos dsRNAs pelas células dos camardes. A
inducdo dos transcritos do Sid-1 (Figura 2) detectada no tratamento que recebeu a menor dose
do extrato infectante no 6° d.p.i no experimento 1 é sugestivo de captacdo e exportacao celular
de moléculas de dsRNA produzidas durante o curso da infeccdo pelo IMNV.
Interessantemente, ndo foi observado o mesmo no tratamento que recebeu a maior dose do
virus. Maruekawong et al. (2018) relata que a Sid-1 est4 envolvida no processo de captacdo de
dsRNA para dentro da célula, porém outros mecanismos de endocitose de dsSRNA precisam
ser investigados.

Nos grupos controles, em que os animais foram injetados com solugédo salina ou
extrato de tecido SPF, a manutencdo de baixos niveis de transcritos do Sid-1 detectados ao
longo do experimento pode indicar a baixa taxa de replicacdo do IMNV nestes camardes,
conforme apresentado no grafico 4, mostrando a ndo evolucdo da carga viral nos animais dos
grupos controles ao longo do periodo experimental, com valores médios de 1,01 x 10 no 2°
dia pré injeco e 3,67 x 10% no 6° dia pés-injecéo.

O nivel de transcritos da Dicer-2 no experimento 1 (Figura 2) foi regulado para
baixo nos organismos que receberam a maior dose do extrato de tecido infectante. Isso pode
estar relacionado a ndo contencdo do processo infeccioso, 0 que pode esta associado a
auséncia dessa enzima no decorrer da evolucdo da doenca. Os resultados observados diferem
dos demais trabalhos frente a infeccdes experimentais com o IMNV e 0 WSSV (FEIO et al.,
2015; CHEN et al., 2011).

Assim como para o Sid-1, a inducgéo dos transcritos de Argonauta-2 (Figura 2)

para esse experimento sé foi detectada no tratamento que recebeu a menor dose do extrato de
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tecido infectado com IMNV no 6° d.p.i, e apresentou diminuicdo dos niveis de expressdo de
seus transcritos no tratamento que recebeu a dose mais concentrada do virus. Esses resultados
podem indicar que ndo houve o requerimento da enzima Argonauta-2 para guiar a degradacéo
especifica dos dsSRNA nos animais infectados.

Ainda no experimento 1, a expressédo de todos os genes analisados nas diferentes
diluices do extrato de tecido infectante injetado ndo seguiram um padréo similar. Na menor
diluicdo houve uma maior inducdo dos genes relacionados ao mecanismo de RNAI do 3° para
0 6° dia pds infeccdo, diferindo da diluicdo mais concentrada, isso pode estar relacionado com
a severidade do processo infeccioso, mostrando que na dose maior ndo teve inducdo dos
niveis do mRNA.

No experimento 2, referente ao bioensaio com a utilizacdo de dsSRNAs produzidas
pela cepa de Bacillus subtilis JJBs3 expressando dsRNA VP280RF1a ndo foram encontradas
variacBes significativas nos niveis dos transcritos de nenhum dos genes analisados (Sid-1,
Dicer-2, Argonauta-2, proPO-1 e PPAE-1) ao longo dos dias de experimento, em nenhum
dos tratamentos apds terem sido injetados intramuscularmente com diferentes concentracées
de moléculas de dsRNA produzida in vivo, e dois dia depois com extrato de tecido infectado
por IMNV. Isso difere dos resultados descritos por outros autores que utilizaram dsRNAs
purificadas no tratamento de doengas virais em camarfes e observaram o efeito de
silenciamento especifico do virus (MOTESDEOCA et al., 2001; ROBALINO et al., 2005;
CHINNIRUNVONG; PANYIM, 2009; LOY et al, 2012; LOY et al, 2013
ASSAVALAPSAKUL; FEIJO et al., 2015).

Os dados de expresséo dos genes analisados estdo em concordancia com os dados
de sobrevivéncia e carga viral (Figura 4), em que ndo ocorreram diferencas significativas
entre os tratamentos que foram injetados com IMNV (II-VI), tanto o que foi injetado com
solucdo salina no 2° dia pré (controle positivo), quanto aqueles que receberam injecfes com
duplas fitas.

A inducdo de defesa antiviral especifica por meio da injecdo intramuscular de
moléculas de dsRNA com sequéncia viral-especifica vém apresentando resultados
satisfatdrios no silenciamento de varios virus em camardes (FAUCE; OWENS, 2012), mesmo
quando utilizadas em camardes desafiados com altas concentracfes virais. Efeitos positivos,
resultando em sobrevivéncia acima de 90% foram relatados com dsRNA sintéticas
relacionadas a ORF1a, ORF1b ou apenas a ORF1 (FENJO et al., 2015; LOY et al., 2012). No
entanto, mesmo apresentando uma constru¢do com sequéncia especifica, no presente estudo,

do modo e nas condicbes em que foram ofertadas aos camardes desafiados
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experimentalmente, as moléculas de dsRNA-VP280RF1a produzidas pela cepa B. subtilis
JIBs3 néo surtiram efeito protetivo, ndo foram efetivas no controle da replicagdo viral,
resultando em quase 100% de mortalidade nos grupos de camarbes que receberam as
moléculas relacionadas ao virus, ao longo dos 25 dias de desafio experimental, bem como néo
modularam a expressao dos genes imunoldgicos analisados.

A oferta de dsRNA por meio de inje¢bes intramusculares é bem descrita e
largamente aplicada em desafios experimentais, no entanto, fatores como custo e manejo
oneroso tornam invidvel sua aplicacéo préatica nos cultivos de camardes. No presente estudo, 0
método empregado na entrega das dsRNAs produzidas pelo Bacillus subtilis pode ser
apontado como uma das causas que as levaram n&o surtirem o efeito antiviral esperado. Os
animais tiveram os nameros de cdpias virais aumentados tanto nos tratamentos que receberam
uma segunda injecdo no tempo zero com extrato de tecido infectado (II-VI), quanto no
tratamento que recebeu injecdo com extrato de tecido SPF (Gréfico 4). A elevada carga viral
basal somada ao possivel estresse das inje¢des podem ter influenciado nos resultados.

Além do método de entrega e da carga viral basal ja elevada, outros motivos
podem ter colaborado para o ndo funcionamento das dsRNAs, tais como a auséncia de
purificacdo das mesmas, para a remogéo de outros componentes que ndo fossem duplas fitas
de RNA da sequéncia especifica desejada, a ndo utilizacdo de um método mais preciso de
quantificacdo das dupla fitas. A utilizacdo de dsRNA com mais de um alvo especifico, como a
VP280RFla ndo foi relatada em trabalhos anteriores e a eficdcia no processo de
silenciamento com duplas fitas integradas precisa ser mais investigada.

A produgdo de moléculas de dsRNA em modelos in vivo para o combate ao
IMNV é algo relativamente novo e ndo conta com registros. Por se tratar de um modelo de
producdo de dsRNA recente e da utilizacdo de uma constru¢do nova, mais investigacdes no
que diz respeito as técnicas de obtencdo, purificacdo, quantificacdo e outros métodos de

entrega dessas moléculas excretadas pela cepa JJBs3 precisam ser realizadas e testadas.
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7 CONCLUSAO

Da forma e nas condi¢Ges em que foi conduzido o bioensaio experimental 2 e que
foram ofertadas aos camardes Litopenaeus vannamei desafiados experimentalmente com o
virus da mionecrose infecciosa, as moléculas de dsRNA-VP280ORF1a produzidas pelo B.
subtilis JJBs3 nédo surtiram efeito protetivo, uma vez que ndo foi observado o controle da
replicacéo viral.

O extrato de tecido infectado com IMNV se mostrou bastante letal em ambos os
experimentos e nas diferentes dosagens em que foi aplicado, possibilitando o
acompanhamento e observacdo do desenvolvimento da mionecrose infecciosa ao longo do
periodo de desafio, por meio de PCR e analise histopatoldgica. Novos bioensaios podem ser
realizados com a finalidade de tentar estabelecer uma dose letal média (DL50) para 0s
animais que forem infectados experimentalmente com esse extrato de tecido infectado.

O extrato de tecido livre de patdgenos se mostrou eficaz, diante de sobrevivéncia
méaxima e da auséncia de evolucdo da carga viral nos animais com ele injetados. Dessa forma
pode ser considerado um controle aperfeicoado para validacdo de infectividade de inoculos
virais em bioensaios, dado que ambos possuem similar composicdo bioquimica e diferem
entre si apenas na presenca do agente patogénico, ndo influenciando em resultados de
sobrevivéncia, carga viral e histopatologia.

A producdo de dsRNA in vivo com o modelo utilizado no presente estudo é bem
recente e sem relatos anteriores, e assim necessita de mais investigacdes no que diz respeito as
técnicas de obtencdo, purificacdo, quantificacdo e outros métodos de entrega dessas moléculas
excretadas pela cepa JJBs3 do Bacillus subtilis.
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