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RESUMO

A aquicultura vem crescendo vertiginosamente nos ultimos anos em reflexo do aumento da
demanda mundial de proteinas de origem aquatica. No entanto, a presenca de doengas nos
organismos cultivados vem gerando fortes quedas na produgdo. Recentemente, o cultivo do
camardo marinho Liftopenaeus vannamei no Brasil, em especial na regido nordeste, vem
sofrendo com surtos de doencas de origem viral. O virus da mionecrose infecciosa (IMNV) ¢
endémico dessa regido e pode promover desde perda de desempenho zootécnico até mortalidade
nos viveiros de cultivo ao redor de 70%. Como alternativa no combate dessa enfermidade, o
mecanismo de RNA de interferéncia, que ¢ ativado na presencga de moléculas de duplas fitas de
RNA (dsRNA) espécie-especifica, vem se mostrando uma alternativa no tratamento de doengas
virais em camardes. Contudo, a produ¢do e a entrega dessas moléculas por métodos mais
vidveis para o cultivo precisam melhor investigadas. O objetivo desse trabalho ¢ avaliar a
protecdo de diferentes modelos de expressao de dsRNA in vivo no combate ao virus da
mionecrose infecciosa por meio de desafios experimentais. No primeiro capitulo, foram
produzidas moléculas de dSRNA-VP280ORF1a por kit comercial e pela cepa Escherichia coli
HT115 para a terapia via inje¢do e ragdo de camardes L. vannamei infectados com o IMNV. As
moléculas produzidas pela E. coli e pelo kit comercial ndo foram efetivas no silenciamento do
virus. No capitulo dois, foi avaliado a protegdao de dsSRNA-VP280ORF1a via Bacillus subtilis
cepa JJBs3 injetadas em camardes L. vannamei desafiados com o IMNV a partir da analise de
carga viral, histopatologicas e de expressdo de genes ligados ao mecanismo de RNAi. Nao
houve protecdo nos grupos que receberam as dsRNA via injecdo, mas no grupo que recebeu as
moléculas relacionadas ao virus 10 dias apresentaram um padrdao de mortalidade mais lento.
observou-se que houve modulagdo dos genes que receberam essas moléculas. No capitulo trés,
foi avaliada a protecdo da cepa de B. subtilis JIBs3 expressando dsRNA-VP280ORFla
incorporada a alimenta¢do de camardes L. vannamei desafiados experimentalmente com o
IMNV. A eficacia das moléculas de dsRNA foi verificada por andlises de carga viral,
histopatologicas e de expressdo de genes ligados ao mecanismo de RNAi. O grupo que recebeu
a cepa JJBs3 expressando a dsSRNA-VP280ORF1a teve uma sobrevivéncia de 49% ao longo de
17 dias de infeccdo e uma carga viral média semelhante (aproximadamente 3,5x10° copias
virais/pug de RNA) do grupo que nao recebeu o virus, enquanto o grupo que recebeu a cepa
JIBs6 expressando dsRNA ndo relacionado ao virus, teve 100% de mortalidade no mesmo
periodo e uma carga viral maior (1,32x107 copias virais/pug de RNA) em relagio ao grupo JIBs3.

Os resultados apresentados nessa tese indicam que a cepa de B. subtilis editada geneticamente



para producao de dsRNA especificas pode ser aplicada como potencial modelo bioldgico no

combate ao virus da mionecrose infecciosa em camardes de cultivo.

Palavras-chave: L. vannamei; RNAi; IMNV; probiotico.



ABSTRACT

Aquaculture has been growing dramatically in recent years because of the increase in world
demand for proteins of aquatic origin. However, the presence of diseases in cultivated
organisms has generated strong drops in production. Recently, the cultivation of marine shrimp
Litopenaeus vannamei in Brazil, especially in the northeast region, has been suffering from
outbreaks of viral diseases. The infectious myonecrosis virus (IMNV) is endemic to this region
and can promote from loss of zootechnical performance to mortality in nurseries around 70%.
As an alternative to combat this disease, the RNA interference mechanism, which is activated
in the presence of species-specific double-stranded RNA (dsRNA) molecules, has been shown
to be an alternative in the treatment of viral diseases in shrimp. However, the production and
delivery of these molecules by more viable methods for cultivation need further investigation.
The objective of this work is to evaluate the protection of different models of dSRNA expression
in vivo against the infectious myonecrosis virus through experimental challenges. In the first
chapter, dsSRNA-VP280RF1a molecules were produced by a commercial kit and by the
Escherichia coli HT115 strain for therapy via injection and feed of L. vannamei shrimp infected
with IMNV. The molecules produced by E. coli and by the commercial kit were not effective
in silencing the virus. In chapter two, the protection of dSRNA-VP280ORFla via Bacillus
subtilis strain JJBs3 injected into L. vannamei shrimp challenged with IMNV was evaluated
based on viral load, histopathological and gene expression analysis linked to the RNAi
mechanism. There was no protection in the groups that received the dsRNAs via injection, but
the group that received the virus-related molecules 10 days showed a slower mortality pattern.
it was observed that there was modulation of the genes that received these molecules. In chapter
three, the protection of the B. subtilis JJBs3 strain expressing dSRNA-VP280ORF1a incorporated
into the feed of L. vannamei shrimp experimentally challenged with IMNV was evaluated. The
effectiveness of dsSRNA molecules was verified by viral load, histopathological and gene
expression analysis linked to the RNAi mechanism. The group that received the JJBs3 strain
expressing dsSRNA-VP280ORF1a had a 49% survival over 17 days of infection and a similar
mean viral load (approximately 3.5x10° viral copies/pug RNA) as the group that did not receive
the virus, while the group that received the JIBs6 strain expressing dsRNA unrelated to the
virus had 100% mortality in the same period and a higher viral load (1.32x107 viral copies/pug
RNA) compared to the JIBs3 group. The results presented in this thesis indicate that the
genetically edited B. subtilis strain to produce specific dSRNA can be applied as a potential

biological model to combat the infectious myonecrosis virus in farmed shrimp.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Cultivo do camariao Litopenaeus vannamei

Em 2018, estima-se que a produgdo de crustdceos mundial foi de 9,3 milhdes de
toneladas, movimentando algo ao redor de 57,1 bilhdes de dolares. Desse total, 4,96 milhdes
toneladas (53%) correspondeu a produgdo do camardo branco do pacifico Litopenaeus
vannamei (FAO, 2020). O camardo L. vannamei ¢ nativo da costa do Pacifico oriental do
Meéxico e norte do Peru. Apresenta preferéncia por 4gua com temperatura superior a 25°C e por
areas de fundo lamacento. E encontrado nos oceanos nas fases adultas, enquanto as formas de
larva e juvenis apresentam ocupac¢do em areas estuarinas. Apos a eclosdo dos ovos, 0s estagios
larvais sdo descritos como Nauplio (I a V), Protozea (I a III) e Mysis (I a III) e por Gltimo pos-
larva, apresentando o formato e as principais caracteristicas basica de um camardo adulto
(DUGASSA; GAETAN, 2018)

A partir dos anos 70, o cultivo de camardes tomou seus primeiros passos, tanto com
espécies nativas e logo mais adiante com espécies exoticas. Nos anos 90 o cultivo do camardo
L. vannamei tomou relevancia no contexto nacional, sendo que a regido nordeste teve natural
protagonismo no desenvolvimento dessa atividade, dada a proximidade e disponibilidade de
regides costeiras além de outras caracteristicas naturais para o desenvolvimento do cultivo
(NUNES, 2001; RODRIGUES; BORBA, 2012). Essa espécie possui elevada rusticidade,
aceitacdo de dietas artificiais, elevada taxa de crescimento, dentre outras caracteristicas que sao de

interesse para o seu cultivo.
1.2 Enfermidades virais na carcinicultura

O grande crescimento no cultivo de camardes peneideos no mundo refletiu no
surgimento de doengas infecciosas de rapida e severa disseminagdo (PEELER, 2012). Como
qualquer atividade zootécnica, o desequilibrio entre as condi¢des ambientais, o estado de saude do
animal e a presenca de agentes potencialmente patogénicos nos sistemas de cultivo favorece a
ocorréncia de surtos (FLEGEL, 2019). No Brasil, no cultivo do camardo L. vannamei houve
registro de ocorréncia de diversos virus, a saber, virus da infeccdo hipodermal e necrose
hematopoictica (IHHNV, BRAZ et al., 2009), virus da hepatopancreatite (Hepatopancreatic
parvovirus, HPV) e Baculovirus penaei (Baculovirus penaei, BP) (SIQUEIRA BUENO;
NASCIMENTO; NASCIMENTO, 1990), virus da mionecrose infecciosa (/nfectious Myonecrosis
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virus - IMNV) (LIGHTNER et al., 2004) e o virus da sindrome da mancha branca (White spot
sindrome virus — WSSV) (FEIJO, et al., 2013; SEIFFERT, 2005). Os métodos de diagnosticos
dentro do cultivo de camardes sdo importantes instrumentos na tomada de decisdes. Com
viabilizagdo técnica e econdmica nos métodos de diagndsticos moleculares, as técnicas de PCR e
PCR em tempo real se apresentam como uma ferramenta rapida na obtenc¢ao de resultados e capaz

de mensurar pequenas quantidades de patdgenos.

1.3 O Virus da Mionecrose Infecciosa

O virus da mionecrose infecciosa (IMNV) foi primeiramente registrado no nordeste
brasileiro, com impactos econdmicos significativos para a industria nacional do camardo, € no
sudoeste da Asia (ANDRADE et al., 2007; SENAPIN et al., 2011). No periodo de 2002 a 2011,
estima-se que esse virus tenha promovido perdas econdmicas na cifra de 1 bilhdo de dolares
(LIGHTNER et al., 2012). A ocorréncia da doenga parece estar ligada ao estresse ambiental, pouco
oxigénio dissolvido na agua, variagdes extremas de salinidade e baixa qualidade da alimentagao
artificial (LIGHTNER et al., 2004), provocando aumento do fator de conversao alimentar (FCA)
até mortalidades elevadas que podem atingir 70 % (NUNES; CUNHA-MARTINS; GESTEIRA,
2004).

O virus possui um formato icosaédrico com 40 nm de diametro e uma densidade de
1,366 g/ml em CsCl (POULOS et al., 2006). O seu genoma ¢ composto de uma molécula de dSRNA
(double-stranded RNA) com 8,6 kpb e provavelmente possui um capsideo com quatro polipeptidios
representado pelos pesos moleculares de 24, 42, 106 e 149 kDa. Apresenta dois quadros de leitura
aberta (Open Reading Frame - ORF) ndo sobrepostos, uma na por¢ao 5° (ORFI1, nt 136-4.953),
codificando para a proteina do capsideo e para a proteina de ligagao ao dsRNA, e outro na por¢ao
3> (ORF2, nt 5.241-7.451) codificando para a RNA polimerase dependente de RNA (RNA-
dependent RNA polymerase — RdRp). Por meio de analises filogenéticas do fragmento gendmico
da RdRp, o IMNV mostrou similaridade com outro virus (Giardia lamblia virus) membro da
familia 7otiviridae (NIBERT, 2007; POULOS et al., 2006; TANG et al., 2008). Ainda por meio de
analises moleculares, € possivel identificar variantes de maior transmissao e de maior letalidade em
viveiros de cultivo de camardo, como vem ocorrendo recentemente no nordeste brasileiro. O IMNV
seria o Unico membro da Familia 7otiviridae que pode infectar invertebrados. O virus causa necrose
da musculatura estriada do abdémen e do cefalotérax. A opacidade da cauda no quinto segmento

abdominal com aspecto leitoso ¢ a condicao classica de manifestacdo da doenca, além de haver
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necrose das areas afetadas, em estagios mais avangados. A progressdo da doenga se estende até o

telson e aos uropodos (NUNES; CUNHA-MARTINS; GESTEIRA, 2004). .

1.4 O mecanismo de RNA de interferéncia em camaroes

Os primeiros relatos de silenciamento génico promovidos por moléculas de RNA
ocorreram de maneira inesperada em experimentos envolvendo em plantas, fungos e no
nematoide Caenorhabditis elegans (FIRE et al., 1991; NAPOLI; LEMIEUX; JORGENSEN,
1990; ROMANO; MACINO, 1992). Mais adiante se estabeleceu o conceito de RNA de
interferéncia como sendo um processo de silenciamento génico pos-transcricional em que um
RNA mensageiro pode ser degradado por sequéncias senso ou antisenso espécie-especifica
resultando em uma diminuicdo no niveis de transcritos de um gene (FIRE ef al., 1991;
MONTGOMERY; XU; FIRE, 1998). A inducdo desse mecanismo se dé pela presenca de duplas
fitas de RNA (double strand RNA- dsRNA) que sdo processados em siRNA (Small Interering
RNA) por meio da endonuclease tipo III conhecida como DICER (BERNSTEIN et al., 2001).
Uma vez produzidos, os siRNAs podem levar ao reconhecimento e clivagem do RNA
mensageiro por meio de complexos de ribonucleoproteinas denominados de complexo de
silenciamento induzido por RNAs (RNA-induced silencing complexes - RISCs) (PRATT,;
MACRAE, 2009). Dentro desse processo, os membros da familia de proteinas Argonauta sao
uns dos principais fatores envolvidos no processo de silenciamento guiado por RNA pois sao
modulos de ligacdo altamente especializados que acomodam o pequeno componente de RNA -
como microRNAs (miRNAs), siRNAs ou RNAs associados ao dominio PIWI (piRNAs)
(MEISTER, 2013).

O mecanismo de RNAI foi empregado para o controle de enfermidades virais, a
reproducdo e o crescimento de camardes de cultivo. A sintese de sequéncias especificas de
dsRNA ja foi aplicada na atenuagado da replicagdo do virus da sindrome de Taura (TSV), virus
de necrose hipodérmica e hematopoiética infecciosa (IHHNV), virus da sindrome da mancha
branca e o virus da mionecrose infecciosa (LOY et al., 2013; ROBALINO et al., 2005). No
entanto, a entrega de dsRNA para ativagdo do mecanismo ¢ ainda um dos principais gargalos,
frente aos custos de producdo dessas moléculas in vitro. A Tabela 1 apresenta os métodos de
producao, as dosagens e as taxas de sobrevivéncia de grupos de camardes tratados com dsRNA,
relacionadas ao combate as viroses em camaroes.

Alguns modelos de produciao de dsSRNA foram abordados com éxito no combate a

viroses em camardes. Em alternativa as moléculas produzidas por kits comerciais, a linhagem
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HT115 de Escherichia coli foi aplicada com éxito para o silenciamento génico viral por injecao
(SARATHI et al., 2010) ou ingestdo de dSRNA (ATTASART et al., 2013). Essa bactéria possui
mutagdes pontuais no gene rnc, tornando-a deficiente na producdo RNAse tipo III, especifica
na degradacao de dsRNA. Em ensaios com Caenorhabditis elegans ¢ L. vannamei mostrou-se
que a ingestdo da cepa HT115 expressando dsRNA foi capaz de promover uma reducao na
quantidade de transcritos especificos (SARATHI et al., 2008; TIMMONS; COURT;, FIRE,
2001).

Tabela 1 — Pesquisas utilizando diferentes fontes moléculas de dsRNA para ativacdo do

mecanismo de RNAi em camardes no combate as principais enfermidades virais.

Iné6culo dsRNA

Virose Modelo (copias (ng/g de Sobrevivéncia Referéncia

virais/injecao) camario)

WSSV In vitro 10* 8ug/g  30% - 13 dias Xuetal.,
(2007)
IMNV In vitro 10° 5ug/g 50% - 20 dias Loy etal.,
(2013)
IMNV in vitro 1.02 x 10° 2 ug/g 90% - 30 dias Feijo et
al, (2015)
YHV Invivo 4x10* Oral-24  85% - 6 dias Sanitt et
1
(cepa x 10 al., (2014)
y
HT115)HT115 UFCeg
YHV In vivo 10° 0,6 pg/g  Inibiu virus Posiri et
(cepa HT115) A5 UL,
WSSV In vivo 10° 3ug/g  37% - 30 dias Sarathi et.
(cepa HT115) al., (2010)
WSSV In vitro 104 copias/ul 10 pg 50 a 60% Wu et al.,

(2007)
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YHV In vivo 2x 107 2ug/g 70€90%  Saksmerprome
(cepa HT115) copias/ul etal., (2009)
YHV In vivo oral Oral - 4, 50% - 8 dias  Charoonnart et
5
(Microalga) 5 <10 al., (2019)
células
ml!

1.5. Uso de probidticos na aquicultura

Em contraponto ao uso de drogas antimicrobianas, pesticidas e desinfetantes na
prevencao de doengas da aquicultura e na promocgao do crescimento, que levou a evolugdo de
cepas resistentes de bactérias, o uso de probidticos na aquicultura estd aumentando com a
demanda por uma producdo sustentdvel e ecoldgica. Algumas melhorias na utilizacdo de
probidticos sdo evidentes, incluindo melhor valor da alimentagdo artificial, melhores taxas de
digestibilidade de ingredientes utilizados nas formula¢des de ragdes, inibicdo de
microrganismos patogénicos por meio de atividades antagdnicas, aumento da resposta imune e
melhoria da qualidade da 4gua (MARTINEZ CRUZ et al., 2012)

Esses probioticos sdo bactérias inofensivas que ajudam o bem-estar do animal
hospedeiro e contribuem, direta ou indiretamente, para proteger o animal hospedeiro contra
patdgenos bacterianos nocivos. O uso de probidticos na aquicultura estd crescendo devido ao
fato de a microbiota gastrointestinal de organismos aquaticos ter importancia fundamental,
tanto no que diz respeito as atividades enzimaticas como na interagdo hospedeiro-ambiente
(FORTE et al., 2019; PANDIYAN et al., 2013).

Entre os muitos candidatos microbianos disponiveis, alguns Bacillus tém
capacidade de esporulagdo, que os fazem sobreviver a condi¢des ambientais adversas, ndo sao
patogénicos, ndo sdo toxicos e podem produzir substincias antimicrobianas, tornando-os
candidatos mais adequados em comparagao com outros probioticos. As espécies de Bacillus sao
bactérias Gram-positivas, quimio-heterotroficas em forma de bastonete, que geralmente sao
moveis por flagelos peritriticos e ndo tém capsulas; sdo anaerobicos, aerobicos ou facultativos.
Tém a capacidade de produzir esporos que podem ser cilindricos, ovais ou redondos ou com
formato de rim, e sdo mais resistentes a desinfetantes, secantes e ao calor quando comparados

com a sua forma vegetativa (GORDON et al., 1973).
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O sequenciamento completo e anotacdo dos genomas de diversas espécies de
Bacillus permitiu avangos nas manipulagdes genéticas desses microrganismos (DONG;
ZHANG, 2014). Dentre os métodos de selecao, os sistemas CRISPR-Cas 9 foram recentemente
desenvolvidos como ferramentas importantes para a edicao do genoma. O sistema de plasmideo
unico construido para a edi¢do do genoma de B. subtilis supera os problemas dos métodos de
selecdo-contra sele¢do, permitindo delecdes e introdugdo de mutacdes pontuais
(ALTENBUCHNER, 2016). Recentemente, Costa Filho (2019) desenvolveu plasmideos para
edicao gendmica em B. subtilis usando o sistema CRISPR/Cas9 com dois objetivos: nocautear
0 gene rnc e integrar genes para producdo de dsRNA relacionadas com as viroses WSSV e
IMNV. A continuidade desta pesquisa gerou o trabalho de Riet ef al. (2021) que confirmou o
atenuacdo da replicacdo do virus WSS por meio da ingestdo dessas bactérias editadas

geneticamente em camardes cultivados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a eficiéncia de diferentes fontes de dsRNA, por inje¢do e alimentagdo, na
ativacdo do mecanismo de RNA interferente e no controle da replicacdo viral, em camardes L.

vannamei infectados experimentalmente com o virus da mionecrose infecciosa.

2.2 Objetivos especificos

e Produzir moléculas de dsSRNA-VP280RF1a via E. coli HT115 e por kit comercial para
o silenciamento por RNAi do IMNV em camardes desafiados experimentalmente.

e Investigar a inibi¢do da replicagdo do IMNV por meio de dsSRNA-VP280ORF1a injetavel
produzidas pela cepa de B. subtilis JJBs3.

e Avaliar a protecdo a partir da ingestdo da cepa de B. subtilis JJBs3 expressando dsRNA-

VP28ORF1a em camardes L. vannamei desafiados experimentalmente com o IMNV.
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CAPITULO I — PROTECAO DO CAMARAO Litopenaues vannamei FRENTE AO
VIRUS DA MIONECROSE INFECCIOSA (IMNV) USANDO A E. coli HT115
PRODUZINDO dsRNA

3.1 INTRODUCAO

A producao de organismos aquaticos vem aumentando nos ultimos anos, bem como
a carcinicultura, sendo o camardao L. vannamei uma das principais espécies produzidas. No
entanto, as doengas virais afetaram recorrentemente a producdo mundial (FAO, 2020). Dentre
os virus mais resilientes, o Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV) € responsével por causar
mortalidades de 40 a 70% nas fazendas de camardo, promovendo prejuizos econdmicos para o
setor. Os sintomas do camardo sdo a necrose muscular, dreas com aspecto esbranquicado,
abdomen avermelhado (NUNES; CUNHA-MARTINS; GESTEIRA, 2004) e danos no tecido
muscular e no 6rgao linfoéide (LIGHTNER et al., 2004). O virus faz parte da familia Totiviridae,
apresenta formato icosaédrico, ndo envolvido por membrana e possui didmetro de 40 nm
(PANTOJA; LIGHTNER, 2014). O genoma possui aproximadamente 8,6 kpb de dsRNA e
contém duas ORFs (Open Reading Frame) com 199 pb de sobreposi¢ao. ORF1 codifica para a
principal proteina do capsideo (MCP) e ORF2 codifica para RNA polimerase dependente de
RNA (DANTAS et al., 2015; TANG et al., 2008)

A descoberta do mecanismo de RNA de interferéncia (RNA1) criou perspectivas
para a preveng¢ao e tratamento de doencas infecciosas em camardes. Usando essa tecnologia €
possivel silenciar a expressdo génica e a replicagdo viral, onde o RNA de fita dupla (double
stranded RNA - dsRNA) se liga ao RNA mensageiro homologo e promove a degradagdo do
mesmo (RESHI et al., 2014). Para L. vannamei, o mecanismo RNA1 j& foi utilizado como
tratamento viral. Os relatos mostraram que a injecdo de dsRNA relacionado ao WSSV
(KUMAR et al., 2015) e IMNV (FEIJO et al., 2015) foi aplicada com sucesso contra a infecgdo
viral e promocao da sobrevivéncia do camardo. No entanto, a produgdo e entrega de dsRNA
para aplicagdo em maior escala precisa ser mais investigada.

O uso de bactérias para a producao de dsRNA relacionado a virus pode representar
uma alternativa para a aplicacdo de RNA1 em fazendas de camarao. Estudos foram feitos usando
E. coli HT115 para a produgdo dessas moléculas contra virus de camarao (POSIRI;
ONGVARRASOPONE; PANYIM, 2013; SARATHI et al., 2008). Até o momento, em relagao
ao IMNYV, apenas dsRNAs sintéticas foram usadas (Feijo et al., 2015). O objetivo desse trabalho

foi avaliar a inibi¢ao da replicagdo do IMNV em camardes tratados com as moléculas dsSRNA-
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VP280ORF1a por meio de injecdo e na ra¢ao produzidas in vivo pela E. coli HT115.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Cepas bacterianas, condicoes de cultura e manipulacdao de DNA

A cepa de E. coli TOP10 (Invitrogen, Brasil) foi utilizada para clonagem de
plasmideos, de acordo com o protocolo do fabricante. Para produzir dsRNA foi utilizada a cepa
HTI115 de E. coli (F-, mcrA, mcrB, IN (rrnD-rmE) 1, rnc14 :: Tn10 (liségeno DE3: promotor
de lavUV5 - polimerase T7). A estirpe foi propagada em meio LB liquido e em placas de agar
LB a 37 ° C. Os antibidticos foram utilizados na concentragdo final de 100 pg ml"' para
ampicilina e 15 pg ml™! para tetraciclina. Os plasmideos foram isolados de E. coli usando o
Plasmid prep Mini Spin (GE HealthCare, Brasil). A purificacdo dos produtos de PCR e DNAs
digeridos foi realizada com o DNA GFX ™ PCR e a purificagdo de gel em banda (GE
HealthCare, Brasil).

3.2.2 Construcdo dos plasmideos pJVP28ORF1a e pJIGSF4D

A constru¢ao do plasmideo pJVP28ORF1a comecou com a aquisi¢do da sequéncia
sintética para producdo de dsRNA (gene VP28 - WSSV [613 bp, GenBank: AY422228] e gene
ORFla - IMNYV [597 bp, GenBank: AY570982]) clonada no plasmideo pCloneEZ (Epoch Life
Science Inc.). No segundo passo, a sequéncia alvo foi amplificada utilizando os
oligonucleotidos F (5’-AAGGCCTTTGTCGGTAGCTC-3’) e R (5’-ATTCTTGATGAAGG
CGCGGA-3’). O fragmento foi cortado (enzimas BamHI e EcoRI) e clonado no vetor LITMUS
281 para obter o vetor pJVP280RFla. No final, o plasmideo continha a pBR322 origin,
resisténcia a ampicilina e sequéncia da producao de dsRNA (gene VP28 referente ao WSSV
[613 bp, GenBank: AY422228] e ORF1a referente ao IMNV [597 bp, GenBank: AY570982])
transcritas a partir dos dois promotores bidirecionais T7. O mesmo procedimento foi aplicado
para construir o plasmideo pJIG para produzir dsRNA ndo relacionado (imunoglobulina

Zebrafish - IGSF4D; GenBank: AL954312).

3.2.3 Producdo de dsRNA usando a E. coli HT115 e kit comercial

A producao e extragdo do dsRNA foi realizada de acordo com o método descrito
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por Ongvarrasopone, Roshorm e Panyim (2007). Ambas as cepas foram cultivas em Luria-
Bertani (LB) médium em agitagdo (250 rpm) com de ampicilina (100 pg/ml) e tetraciclina (12,5
ug/ml) overnight a 37°C. As bactérias cultivadas foram inoculadas em novo meio com volume
de 50 ml de mesma composi¢do até chegarem a O.Dsoonm de aproximadamente de 0.4 e
adicionado IPTG (0,4 mM) para indu¢ao da expressao das dsSRNAs por 4 horas (O.Dgoonm 1.0)
a 37°C. As células bacterianas foram precipitadas a 10.000xg por 10 minutos a 25°C e
ressupendidas com SDS 0,1% em PBS e em seguida foram fervidas por 10 minutos. Foi
adicionado 1,5 ml de tampao ATE (30 mM; de acetato de sodio, 10 mM de Tris HC1 PH 8,0; 5
mM de EDTA) e 8,0 ul de RNase A e foram incubadas a 37 °C por 40-60 minutos. O dsRNA
foi extraido adicionando 3 ml de TRIzol reagente® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) conforme
protocolo do fabricante. Para a producdo de dsRNA sintético foi utilizado o sistema T7
RiboMAX ™ Express RNAi, de acordo com o protocolo do fabricante. As dSRNAs produzidas
usando as cepas bacterianas foram tratados com DNase I e RNase A (Thermo Fisher Scientific,
Brasil) de acordo com o protocolo do fabricante para degradagdo de DNA total e RNA de fita
simples, respectivamente. As moléculas foram quantificadas usando o espectrofotometro
Nanodrop® (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Maryland, USA) e avaliadas a

integridade e tamanho em gel de agarose a 1%.

3.2.4 Aquisicdo e Aclimatagdo dos camaroes

Juvenis de L. vannamei (5g + 0,3) foram coletados no Laboratorio de Nutrigdo de
Organismos Aquaticos — UFC (LANOA-UFC) e transportados para a unidade de bioensaio do
Centro de Estudos e Diagnoéstico de Enfermidades de Organismos Aquaticos, também da UFC
(CEDECAM-UFC). Os camardes foram alocados em dois grupos experimentais (300 camardes.
grupo™), onde os parimetros da 4gua foram mantidos em salinidade 30, temperatura de 28 ° C,
pH 7,2 ¢ 5,5 mg. L de oxigénio dissolvido. Um fotoperiodo de 12 horas claro/ 12 horas escuro
foi usado para imitar condi¢cdes naturais similares as do nordeste brasileiro. Em ambos os
grupos foram utilizados uma rag@o comercial contendo 35% de proteina bruta (P.B) alimentados
4 vezes ao dia numa taxa de 3,5% de peso corporal.dia’ e 50% de renovacio de agua
diariamente. Os camardes foram aclimatados durante 7 dias e estocados em aquarios com

volume util de 100 litros numa biomassa de 75 g por aquario.

3.2.5 Bioensaios
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Para o experimento de desafio foi utilizado um indculo viral elaborado de acordo com Feijo et
al. (2015), oriundo de musculos abdominais de camardes diagnosticados como positivos apenas
para o virus da Mionecrose Infecciosa. O indculo foi validado previamente para este € os demais
experimentos (dados ndo demonstrados). Ao longo do experimento de desafio viral, amostras
de hemolinfa foram coletadas individualmente de 9 camardes/grupo randomicamente
selecionados, conforme a Figura 1. No primeiro grupo experimental, o dSRNA foi administrado
por inje¢do intramuscular no terceiro segmento abdominal (5 pug g”!' de camardo) (Fig. 1A). Os
camardes foram cultivados em quatro tratamentos e um controle (60 camardes.tratamento™')
com quatro repeticdes cada (3 camardes por litro): T1) inje¢do intramuscular com 100 pl de
tampao TE (10 mM NacCl, 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7,0) e tampao salino (330 NaCl
mM, Tris-HC1 10 mM, pH 7,4); T2) inje¢@o intramuscular de tampao TE e 100 pl de indculo
IMNV; T3) injecao intramuscular de dsSRNA-ORF1a produzidas a partir da E. coli HT115 e
indculo IMNV; T4) injecdo intramuscular de dsSRNA-IGSF4D a partir da E. coli HT115 e
indculo IMNV; T5) injecao intramuscular de dSRNA-ORF1a sintética e indculo IMNV.

Figura 1 - Cronograma dos bioensaios com L. vannamei. (A) Primeiro grupo experimental em
que o dsRNA foi entregue por injegdo. (B) Segundo grupo experimental em que o dsRNA foi

entregue a partir de bactérias aspergidas na ragao.
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Para o segundo grupo experimental, também foi cultivado em dois tratamentos (60
camardes.tratamento’') com quatro repeticdes cada (3 camardes por litro): T1) Racdo com
HT115 E. coli produzindo dsRNA-VP280RF1a e indculo IMNV; T2 - Racdo com HT115 E.
coli produzindo dsRNA-IGSF4D e in6culo IMNV. As dsRNA foi entregue a partir das bactérias
borrifadas na ragdo (Fig. 1B). Esse procedimento foi realizado com 10® bactérias.grama™! para

aalimentacdo, conforme metodologia descrita por Attasart ef al. (2013). Apos a fase de indugao
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o pellet contendo bactérias foi ressupendido em etanol 70% e mantidas a -20°C para inativacao
das células. Um hidrolisado de sardinha foi utilizado para a agregagdo das bactérias e posterior
aspersao na ra¢do. Os camardes foram alimentados duas vezes ao dia em uma propor¢ao de 3,5%

do peso corporal.dia™'.

3.2.5 Extra¢do de RNA e Sintese de cDNA

Os hemocitos de cada camardo coletado foram isolados do plasma por
centrifugacdo a 1.200 g/10 min/4°C e o RNA total extraido com o reagente TRIzol
(Invitrogen®), de acordo com as instru¢des do fabricante. O RNA total extraido foi tratado com
DNase I por incubagdo a 37°C por 15 min e sua concentragdo foi determinada por quantificacao
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific ™). O cDNA foi sintetizado com o High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies®) em um volume de 20 pl de
reagdo final contendo 2 pl de RT Buffer (10%), 0,8 ul de dNTPs mix (25x%), 2 pl de RT random
primers (10x), 1 pl de MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U) e 1 pg 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

quantificagdo viral por PCR em Tempo Real.

3.2.6 Quantificacao Absoluta do IMNV por RT-qPCR

Para quantificagdo do nimero de copias do IMNV ao longo do ensaio de desafio
experimental foram utilizados os primers e sonda de Tagman descritos por Andrade et al. (2007).
As reagdes de RT-qPCR foram realizadas em 10 pl de volume final contendo 5 pl de TagMan
Master Mix (Invitrogen®), 0,3 ul (10 uM) de cada primer IMNV412F (5'-GGACCTATCATA
CATAGCGTTTGCA-3") e IMNV545R (5'-AACCCATATCTATTGTCGCTGGAT-3'), 0,15 pl
(10uM) da sonda de hidrélise (IMNVpl) (5'-6FAM CCACCTTTACTTTCAATACTAC
ATCATCCCCGG TAMRA-3"), 0,2 ul (50%), 1 pul (25-50 ng) de cDNA e 3,05 ul de agua
ultrapura (Invitrogen®). Um controle negativo contendo todos os reagentes, exceto o cDNA
alvo e uma série de dilui¢des do controle positivo pTOPO-IMNV.1 equivalente a 10°, 108, 107,
10°, 10°, 10% 10 e 10% copias do IMNV foram adicionados a cada placa de RT-qgPCR. O
controle positivo pTOPO-IMNV.1 consistiu em uma construcao genética resultante da ligacdo
de um amplicon de 593 pb do IMNV (N° de acesso no GenBank: AY570982, nt 197-789) ao
pCR® 2.1-TOPO vector (Invitrogen®).
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Para a quantificagdo do nlimero de copias do IMNV foi empregada a plataforma
7500 Real-time PCR system (Applied Biosystems®). As condi¢des de ciclagem foram as
seguintes: incubacao a 50°C por 2 min, seguido da ativagdo da Platinum®Taq DNA polimerase
a 95°C por 2 min, e 40 ciclos de 15 s 2 95°C e 30 s a 60°C. Os dados foram coletados durante
a etapa de extensdo final (60°C). O nimero de coOpias virais de cada amostra foi determinado
de acordo com o software ABI 7500 Real Time PCR systems® (Applied Biosystems, Foster
City, CA). Todas as amostras foram testadas em duplicata e somente consideradas positivas

quando da amplificag¢do valida de ambas as réplicas.

3.2.7 Analises Histopatologicas

Os camardes amostrados de cada grupo foram injetados com solucdo AFA de
Davidson (11,5% de acido acético, 22% de formalina e 33% de etanol) e imersos na mesma
solugdo por 48 horas e, a seguir, mantidos em alcool 70%. Cortes histoldgicos transversais e
longitudinais de 5 pm foram obtidos e submetidos a coloragdo com hematoxilina—eosina (BELL;
LIGHTNER, 1988). Alteragdes histopatologicas caracteristicas da IMNV foram investigadas
conforme descrito por Lightner (2011).

O cronograma de amostragem e procedimentos dos bioensaios estdo descritos na
Figura 1. Para as taxas de sobrevivéncia, foi aplicado o teste Log-Rank entre os grupos em cada
dia ap0s a infecgao (d.p.i.). As diferencgas na evolucdo da carga viral IMNV foram determinadas
por ANOVA de uma via com teste de Dunnett para multiplas comparagdes com o tempo 0. O
GraphPad Prism 3.00 para Windows (GraphPad Software, USA) foi utilizado para os testes

estatisticos.

3.3 RESULTADOS
3.3.1 Producdo de dsRNA na E.coli HT115

Tanto as etapas de tratamento enzimatico para purificagcdo das dsRNA quanto a
confirmacao da producao da molécula apenas nas cepas transformadas foram confirmadas em

gel de agarose (figura 2).

Figura 2 — Gel de agarose dos produtos da purificacdo e da producdo de dsRNA pelas cepas de
E.coli HT115. T: dsRNAs tratadas com DNase e RNase; S/T: dsRNA sem tratamento com
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DNase ¢ RNase; 1: Cepa nao transformada; 2: Cepa com pLITVP280RF1a; 3: Cepa com

%ITIGSF4D. M: Marcador 1Kb Plus DNA Ladder
B

M T S/T
A A

3.3.2 Percentual de sobrevivéncia

A sobrevivéncia dos grupos experimentais de L. vannamei foi monitorada por 20
dias, periodo apos desafio por injecdo intramuscular com indculo IMNYV contendo o equivalente
a 1,02 x 10° copias de IMNV por pg de RNA (Figura 3). Para o primeiro grupo experimental
(Figura 3A), a injecdo de dsRNA-VP280ORFla sintético (TS5) foi associada a taxas de
sobrevivéncia de 36% (p <0,001). No entanto, foi observada uma baixa taxa de sobrevivéncia
nos grupos injetados com TE (T2 - 17% de sobrevida), injecdo de dsSRNA-VP280ORF1a da E.
coli HT115 (T3 - 14% de sobrevida) e injecdo de dsSRNA-IGSF4D da E. coli HT115 (T4 -
sobrevida em 6%), respectivamente. Para o segundo grupo experimental (Figura 3B), a ra¢ao
com E. coli HT115 produzindo dsRNA-VP280ORF1a (T1) em relagdo a racdo com HT115 E.
coli produzindo dsRNA-IGSF4D (T2) foi associada a uma melhor taxa de sobrevivéncia entre

o dia 4 e 7. No entanto, no dia 8, foi registrada mortalidade total de ambos os tratamentos.

Figura 3 — Percentual de sobrevivéncia dos grupos experimentais de L. vannamei injetados
intramuscularmente com o IMNV. (A) T1 — injecdo com tampao TE e tampao salino; T2 -
injecdo de tampao TE e 100 pl de indculo IMNV; T3 - inje¢do de dsSRNA-ORF1a a partir de
HTI115 E. coli e indculo IMNV; T4 - inje¢ao de dsSRNA-IGSF4D a partir de HT115 E. coli e
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indculo IMNV; T5 - injecdo de dSRNA-ORF1a sintético e indculo IMNV. (B) T1 - Ra¢do com
HT115 E. coli produzindo dsRNA-ORF1a e indculo IMNV; T2 - Ra¢do com HT115 E. coli
produzindo dsRNA-IGSF4D e inoculo IMNV. * = p <0,01.
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3.3.3 Carga viral

Para o primeiro grupo experimental, foram mensuradas as diferengas entre a carga
viral de IMNV (cépias de Log IMNV pg RNA™) dos grupos no dia 0 em compara¢io com 0s
dias 3 e 5 apos a infecgdo (Figura 4). A injecdo de dSRNA-ORF1a sintético (T5) foi associada
a protecdo inicial até as 3 d.p.i. (p <0,0001). No entanto, uma baixa taxa de proteg¢do foi
observada nos grupos injetados com tampao TE (T2), injecdo de dsSRNA-ORF1a de HT115 E.
coli (T3) e inje¢ao de dSRNA-IGSF4D de HT115 E. coli (T4), respectivamente.

Figura 4 - Carga viral IMNV dos grupos experimentais de L. vannamei no dia 0 em comparagao
com os dias 3 e 5 ap6s a infeccdo. T1 - inje¢do com tampao TE e tampao salino; T2 - inje¢do
de tampao TE e 100 pl de indéculo IMNV; T3 - injecdo de dSRNA-VP28ORF1a a partir de E.
coli HT115 e in6culo IMNV; T4 - inje¢do de dsRNA-IGSF4D a partir de E. coli HT115 e
in6culo IMNV; T5 - injecdo de dSRNA-VP280ORF1a sintético e indculo IMNV. * =p <0,01, **
=p <0,001 e *** = p<0,0001
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3.3.4 Histopatologia

No primeiro grupo experimental apos 5 dias apds o tratamento, o tratamento
injetado com tampao TE e tampao salino (T1) ndo mostrou alteragdes histopatologicas no tecido
muscular. No entanto, a histopatologia tipificada por areas necrdticas liquefeitas tornou-se
evidente entre os grupos com inje¢ao de tampao TE e 100 pl de indculo IMNV (T2), injegdo de
dsRNA-ORFla da E. coli HT115 e in6culo IMNV (T3) e inje¢do de dsRNA- IGSF4D da E.
coli HT115 e ino6culo IMNV (T4). O grupo com injecdo de dSRNA-ORF1a sintético e indculo
IMNYV (T5) apresentou menos alteragdes histopatologicas pela infec¢do por IMNV (Figura 5).

Figura 5 —Microscopia de luz de cortes histologicos corados com H&E de camardes L.
vannamei injetados com (A) tampao TE e tampao salino, (B) tampao TE e 100 ul de in6culo
IMNYV, (C) dsRNA-ORFlade HT115 E. coli e in6culo IMNYV, (D) dsRNA-IGSF4D do in6culo
HTI115 E. coli e IMNV e (E) dsRNA-ORF1a sintético e in6culo IMNV. Musculo estriado
(esquelético) normal (A); setas mostrando areas necrdticas liquefeitas (B, C e, D); pequenas

areas necroticas liquefeitas (E). Barra de escala 100 um.
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3.4 DISCUSSAO

Perdas econdmicas causadas por virus sdo o maior desafio para manter e aumentar
a producdo. Até o momento, as possibilidades de prevengao e tratamento sdo muito importantes
para o futuro desse setor. A manipulagdo genética das bactérias pode ser utilizada para essa
proposta (SARATHI et al., 2008). Neste estudo, o uso do dsRNA da E. coli HT115 obteve
pouco sucesso na ativacdo do mecanismo de RNAi contra o IMNYV, tanto na administragdo por
inje¢do e alimentagdo. Foi demonstrado que a injegdo de dsRNA-VP28ORF1a sintético foi
associada a melhores taxas de sobrevivéncia e menor carga viral de camardao IMNV sob desafio
de IMNV em comparacdo com dsRNA-VP280RF1a da E. coli HT115. Esses resultados foram
piores que aqueles obtidos por Feijo et al.(2015), que demonstraram protecdo para camardes
contra IMNV usando o dsRNA sintético por inje¢do. Isso pode ser explicado por se tratar de
uma construgdo genética maior que deve ter impactado no processo de maturacdo e clivagem

do RNA mensageiro.

Trabalhos semelhantes ao conduzido aqui demonstraram que a E. coli HT115 pode
ser aplicada com sucesso contra virus de camardo. Sarathi et al. (2008) apresentaram que a
administracdo oral de HT115 E. coli preveniu Penaeus monodon contra a infec¢do pelo Virus
da Sindrome da Mancha Branca (White Spot Syndrome Virus - WSSV). Do mesmo modo, Posiri;
Ongvarrasopone; Panyim (2013) mostraram a limitagdo na replicacdo do virus da cabeca
amarela (YHV) em P. monodon (0,5 g) usando a administragdo oral de dsRNA especifico. Os

resultados desses estudos foram interessantes, mas foram utilizadas outras espécies de camarao,
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virose ¢ um desafio viral oral, diferente do aplicado neste trabalho. Nesse contexto, o

desenvolvimento de trabalhos com a E. coli HT115 para o IMNV precisam ser mais estudados.

Em conclusao, o uso da HT115 para este trabalho apresentou resultados limitados
para o controle do IMNV no camarao L. vannamei. Embora todos os protocolos de produgao
de duplas fitas de RNA com a HT115 tenham sido seguidos, os resultados obtidos abrem a
discussao sobre se esse modelo apresenta a reprodutibilidade e a eficicia necessaria para o

controle de doencas virais em camardes de cultivo.
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Capitulo II — Terapia em camario L. vannamei frente ao virus da mionecrose infecciosa

(IMNYV) usando dsRNA produzidas via B. subtilis

4.1 INTRODUCAO

A demanda crescente de consumo de alimento de origem aquética no mundo tem
atraido varios investimentos e dinamizado as economias locais e globais em estimativas de 401
bilhGes de dolares, no ano de 2018. Desse total, a aquicultura movimentou algo ao redor de
263,6 bilhdes e o cultivo de crustaceos aproximadamente 69,3 bilhdes (FAO, 2020). Contudo,
a verticalizacdo dos métodos de producdo passa por determinados gargalos tecnolégicos e o
adensamento de cultivos visando aumento de producdo desses organismos favorece o surto de
doencas infecciosas que podem inviabilizar a producéo.

As enfermidades virais em camarfes tém promovido graves perdas econémicas
para o setor. Dentre essas doencas, 0 virus da Mionecrose Infecciosa (Infectious Myonecrosis
Virus — IMNV), relatado pela primeira vez no litoral do nordeste brasileiro em 2002, pode
causar até 70% de mortalidade em viveiros de cultivo de camardo L. vannamei (NUNES;
CUNHA-MARTINS; GESTEIRA, 2004) e é caracterizado pela necrose muscular e opacidade
da musculatura esquelética. Com aproximadamente 8,2 kb, 0 genoma do IMNV é composto
por uma tnica molécula de dsRNA e o sequenciamento indica a presenca da ORF1 que codifica
a proteina do capsideo e a ORF2 que codifica a RNA polimerase dependente de RNA (RdRp)
(TANG et al., 2008).

Dentre as alternativas que procuram responder de forma pratica ao controle e
combate de enfermidades virais em camardes, o mecanismo de RNAi vem sendo abordado
como uma ferramenta em que a entrega de dsRNAs homologas a determinada sequéncia
gendmica do virus podem nocautear a replicacdo do virus na célula (ROBALINO et al., 2005).
Contudo, os custos envolvidos na producéo de dsRNAs inviabilizam sua aplicagdo em escala
comercial, atualmente.

Modelos bacterianos foram desenvolvidos como alternativa para a produgéo de
dsRNAs in vivo. A cepa E. coli HT115-DE3 foi eficiente na producdo de moléculas para o
controle do virus da sindrome da mancha branca (WSSV) (POSIRI; ONGVARRASOPONE;
PANYIM, 2013; SARATHI et al., 2008). Recentemente, Riet et al. (2021) aplicou a técnica de
edicdo gendmica de B. subtilis, utilizando o sistema CRISPR/Cas9 para a produgdo de
moléculas de dsSRNA com potencial aplicagdo no combate ao virus da sindrome da mancha

branca (WSSV) e ao virus da mionecrose infecciosa (IMNV), gerando uma cepa denominada
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JIBs3. Esse capitulo tem como objetivo avaliar a protecdo de dsSRNA-VP280ORF1a produzida
via B. subtilis JJBs3 em camardes L. vannamei desafiados experimentalmente com o IMNV

durante 27 dias de ensaio.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Cepas bacterianas

A descrigdo de condi¢des de cultivo, manipulagdo do DNA e producdo de dsRNA
da cepa E. coli HT115 — IGSF4D estdo indicados conforme os itens 3.2.1 ao 3.2.3 do capitulo
I deste mesmo documento.

A cepa JJBs3 desenvolvida e cedida pelo Instituto de Genética Industrial da
Universidade de Stuttgart, Alemanha, para aplicagdo nesse trabalho ¢ um B. subtilis com
delecdo do gene rnc envolvido na producdo da enzima ribonuclease tipo III 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 — IMNYV) flanqueados por dois promotores bidirecionais Pypi
ativados na fase estacionaria de crescimento bacteriano. Esta cepa possui resisténcia a

eritromicina e ao cloranfenicol (Riet et al. 2021).

4.2.2 Producdio de dsRNA usando a JJBs3

A cepa JJBs3 foi inoculada em 30 ml meio minimo de sais modificado
(ANAGNOSTOPOULOS; SPIZIZEN, 1961) [10x ((10 g de (NH4)2 SO4; 70 g de K,HPO,; 30
g de KH,PO,; 5 g de Tri Na-Citrato 2x H,O; 1 g MgSO, 7xH,0)] com glicose (20%), caseina
(1%) e cloranfenicol (10mg/ml) em densidade 6tica (O.Dgoonm) de 0.1. O meio com o indculo
bacteriano foi mantido em agitagcdo (250 rpm), overnight a 37°C. No dia seguinte, o meio de
cultivo foi ajustado para a O. D.soonm de 1.6 € as cé€lulas bacterianas foram precipitadas a 10.000
g por 5 minutos a 25°C. O pellet foi tratado com 1,5 ml de lisozima (20mg/ml) e incubado por
4 horas a 37°C. Logo em seguida foi adicionado 1.5 ml de SDS 0,1% e fervido por 2 minutos.
Foi adicionado 1,5 ml de tampao ATE (30 mM; de acetato de s6dio, 10 mM de Tris HCI PH 8,0;
5 mM de EDTA) e 8,0 ul de RNase A e foram incubadas a 37 °C por 40-60 minutos. O dsRNA

foi extraido adicionando 3 ml de TRIzol reagente® e incubou-se por 5 minutos a temperatura
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ambiente. Em seguida adicionou-se 2,0 ml de cloroférmio e as amostras foram incubadas por 3
minutos, e posteriormente centrifugadas a 12.000 G/15 min/4 °C. O sobrenadante ¢ o RNA
extraido, que foi transferido para um novo tubo estéril, onde foi adicionado 10 ml de alcool
1sopropilico gelado, e misturado por inversao. Para facilitar a precipitagdo 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% e 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 solubilizagdo foi adicionado ao pellet, 2 ml de solugdo salina. As
moléculas foram quantificadas com o espectrofotometro mini volumétrico NanoDrop 2000

(Thermo Scientific ™).

4.2.3 Condigoes gerais de manutengdo de camaroes

300 Juvenis de L. vannamei (5 £ 0,3g) foram coletados no Laboratério de Nutricao
de Organismos Aquaticos — UFC (LANOA-UFC) e transportados para a unidade de bioensaios
do Centro de Estudos e Diagnostico de Doengas de Organismos Aquaticos, também da UFC
(CEDECAM-UFC). Os parametros fisico-quimicos da dgua foram mantidos em salinidade 30,
28°C, pH 7,4, 5,5 mg.L! de oxigénio dissolvido e fotoperiodo reproduzindo as condi¢des da
regido nordeste (12h de luz e 12h de escuro). Foi utilizada uma ra¢do comercial contendo 35%
de proteina bruta (P.B) e os animais foram alimentados 2 vezes ao dia numa taxa de 3,5% de
peso corporal.dia’ e 50% de renovagio de 4gua diariamente. Os camardes foram aclimatados
durante 7 dias e estocados em 20 aquarios com volume util de 100 litros numa biomassa de 75

g por aquario.
4.2.4 Tratamento dos camaroes com dsRNA produzidas in vivo

Para o experimento de desafio, os camardes foram divididos em cinco grupos
(Tabela 2), com 60 camardes cada, e diagnosticados por RT-qPCR para a determinag¢@o da carga

viral inicial do IMNYV de cada camarao.

Tabela 2. Descricao dos grupos e os respectivos tratamentos utilizados.

Grupo Tratamento
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I Inje¢do intramuscular de solugdo salina e extrato de tecido livre de patdgenos

especificos (SPF) — Controle negativo

II Injecdo intramuscular de solugdo salina e indculo IMNV — Controle positivo

IIT  Injegdo intramuscular de dSRNA-IGSF4D (5ug/g de peso corporal)
produzidas com a E.coli HT115 e indculo IMNV
IV Injecdo intramuscular de dSRNA-VP280ORF1a (5ug/g de peso corporal)

produzida com o B. subtilis JJBs3 dois dias antes do desafio, e inoculo IMNV

A% Inje¢do intramuscular de dSSRNA-VP280ORF1a (5ug/g de peso corporal)

produzida com o B. subtilis JJBs3 dez dias antes do desafio, e inbculo IMNV

Os grupos II, III e IV foram injetados com um volume de 100 pul de in6culo viral
contendo aproximadamente 1,02 x 10° copias do IMNV dois dias ap6s a injecdo das moléculas
de dsRNA ou solucao salina. O grupo V apenas recebeu a inje¢ao do indculo viral 10 dias apos
a injecdo da dsSRNA-VP280ORF]a.

Ao longo do experimento, amostras de hemolinfa (~100 pl) foram coletadas
individualmente de 9 camardes/grupo, randomicamente selecionados dois dias antes da
infeccdo e nos dias 0, 5, 8, 13 e 24 apds a inje¢do do inoculo viral. Apos a coleta da hemolinfa,
os camardes foram marcados e devolvidos aos seus respectivos aquarios € nao participaram de
coletas subsequentes. Os camardes foram observados duas vezes ao dia para o registro da
mortalidade e aparecimento de sinais clinicos macroscopicos caracteristicos da mionecrose

infeciosa.

4.2.5 Extracdo de RNA e Sintese de cDNA

Os hemocitos de cada camardo coletado foram isolados do plasma por
centrifugacdo a 1.200 g/10 min/4°C e o RNA total extraido com o reagente TRIzol (Invitrogen®)
e em seguida tratado com DNase I Amplification Grade (Invitrogen®), de acordo com os
protocolos do fabricante. A concentragdo do acido nucléico foi determinada por quantificagao
em espectrofotometro mini volumétrico NanoDrop 2000 (Thermo Scientific ™). O cDNA foi
sintetizado com o High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies®) em
um volume de 20 pl de reacdo final contendo 2 pl de RT Buffer (10x), 0,8 pul de dNTPs mix
(25%), 2 pl de RT random primers (10x), 1 ul de MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U) e
1 ng 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 utilizagdo para as
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andlises de quantificacdo viral por PCR em Tempo Real.

4.2.6 Quantificacao Absoluta do IMNYV por RT-qPCR

Para quantificacdo do ntimero de copias do IMNV ao longo do ensaio de desafio
experimental foram utilizados os primers e sonda de Tagman descritos por Andrade et al. (2007).
As reacoes de RT-qPCR foram realizadas em 10 pl de volume final contendo 5 ul de TagMan
Master Mix (Invitrogen®), 0,3 pl (10 uM) de cada primer IMNV412F (5'-GGACCTATC
ATACATAGCGTTTGCA-3") e IMNV545R (5'-AACCCATATCTATTGTCGCTGGAT-3'),
0,15 ul (10uM) da sonda de hidrolise (IMNVpl) (5'-6FAM CCACCTTTACTTT
CAATACTACATCATCCCCGG TAMRA-3"), 0,2 ul (50%), 1 ul (25-50 ng) de cDNA e 3,05 ul
de 4gua ultrapura (Invitrogen®). Um controle negativo contendo todos os reagentes, exceto o
cDNA alvo e uma série de dilui¢des do controle positivo pTOPO-IMNV.1 equivalente a 10°,
108,107, 10, 10°, 10, 10° e 10? copias do IMNV foram adicionados a cada placa de RT-qPCR.
O controle positivo pTOPO-IMNV.1 consistiu em uma constru¢do genética resultante da
ligagdo de um amplicon de 593 pb do IMNV (N° de acesso no GenBank: AY570982, nt 197-
789) ao pCR® 2.1-TOPO vector (Invitrogen®).

Para a quantificacdo do numero de copias do IMNV foi empregada a plataforma
7500 Real-time PCR system® (Applied Biosystems, Foster City, CA). As condicdes de
ciclagem foram as seguintes: incubacdo a 50°C por 2 min, seguido da ativagdo da Platinum®
Taq DNA polimerase a 95°C por 2 min, e 40 ciclos de 15 s a 95°C e 30 s a 60°C. Os dados
foram coletados durante a etapa de extensao final (60°C). O numero de copias virais de cada
amostra foi determinado de acordo com o software ABI 7500 Real Time PCR systems (Applied
Biosystems®). Todas as amostras foram testadas em duplicata e somente consideradas positivas

quando da amplificagdo valida de ambas as réplicas.

4.2.7 Analises Histopatologicas

Para a andlise histopatologica, foram amostrados 5 camardes/grupo no 8 dia pos
infeccdo. Os camardes amostrados de cada grupo foram injetados com solucdo AFA de
Davidson (11,5% de acido acético, 22% de formalina e 33% de etanol) e imersos na mesma
solucdo por 48 horas e, a seguir, mantidos em alcool 70%. Cortes histologicos transversais e
longitudinais de 5 um foram obtidos e submetidos a coloragcdo com hematoxilina—eosina (BELL

& LIGHTNER, 1988). Alteracdes histopatologicas caracteristica da IMNV foram investigadas
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conforme descrito por Lightner (2011).

4.2.8 Andalises estatisticas

Teste de Log-Rank baseado na estimativa da curva de sobrevivéncia Kaplan-Meier
foi utilizado para verificar diferencas nos niveis de sobrevivéncia entre os grupos de camaroes.
Para a andlise das diferengas do nimero de copias do IMNV e da expressdo do mRNA dos
genes relacionados ao RNAi foi empregada uma analise de variancia de uma via (One-way
Analysis of Variance, ANOVA) com pos-teste de Dunnett para multiplas comparagdes com as
amostras coletadas dois dias antes da infecgdo. Os testes estatisticos foram realizados com o

software GraphPad Prism 3.00 para Windows (GraphPad Software, USA).

4.3. RESULTADOS

4.3.1 Taxas de Sobrevivéncias dos grupos de camaroes desafiados com o IMNV

Os resultados de sobrevivéncia dos camardes infectados com o IMNV estdo
demostrados na figura 6. Nao houve mortalidades no grupo de recebeu o extrato de tecido livre
de patogenos especificos (SPF). Nos tratamentos que receberam a infeccdo com IMNV 2 dias
depois da injecdo de solugdo salina, dSRNA homologas (VP28ORF1a) e nao homologas
(IGSF4D) ao virus ndo foram verificadas diferengas significativas entre as curvas de
mortalidade (P>0.05), observando mortalidades acumulada de 100% no 8° dia pds infec¢ao.
Nao houve sobreviventes no tratamento infectado 10 dias apos a injegdo da dsRNA
VP280ORFla produzida via B. subtilis-JJBs3. No entanto, evidenciou-se uma taxa de
mortalidade didria mais lenta nesse grupo quando comparado as curvas de sobrevivéncia que
receberam a primeira infec¢do, observando mortalidade acumulada de 100% no 17° dia pds
infeccdo e diferenca estatistica aos grupos (Figura 6). Quando comparada as curvas dos grupos
que receberam a dsSRNA-VP280ORFI1a a partir do dia da infe¢do héa diferencga significativa
(P<0,001).

Figura 6 - Percentual de sobrevivéncia dos grupos de camardes L. vannamei injetados
intramuscularmente com extrato de tecido livre de patdogenos especificos e moléculas de
dsRNA-VP280RF1a via B. subtilis (JJBs3) ao longo de 17 dias apés a injegdo de 1,02 x 10°
copias do IMNV.
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4.3.2 Histopatologia

Nenhuma alterag¢do histopatologica foi encontrada nos camardes que receberam o
extrato de tecido livre de patdégenos especificos (SPF) (Figura 7A). Infiltragdes hemociticas
foram detectadas no musculo dos camardes que receberam as dSRNA-VP280ORF1a dois dias
(VP28ORF1a [2 dias] - Figura 7B) e dez dias (VP280ORF1a [10 dias] - Figura 7D) apds a
infeccdo. Os grupos tratados com as dSRNA-IGSF4D (Figura 7C) e os injetados com solucdo
salina (Figura 7D) na coleta do 8° dpi. Também foram observadas lesdes tipicas do IMNV nos
camardes que foram injetados com dsRNA-VP280ORF1a (10 dias). Necroses de coagulagao,
necrose de liquefagdo, e hipertrofia do 6rgdo linféide com a presenga de esferoides foram

observas nos tratamentos que receberam a infec¢do. (Figura 7 C, D, E e F).

Figura 7 — Microscopia otica de cortes histologicos corados com H&E referentes a camardes
injetados com extrato de tecido livre de patogenos especificos e solugdo salina (SPF) (A);
Inoéculo IMNYV e solugdo salina (B); Inoculo IMNV e dsRNA IGSF4D via E. coli HT115 (C),
Inéculo IMNV e dsRNA-VP280RF1a via B. subtilis (D, E e F) A) Tecido muscular sem lesdes
caracteristicas do IMNV; B e D) Infiltracdo hemocitica e Necrose de coagulacdo; C e E)
Necrose de coagulacdo e liquefacdo acompanhada de infiltracio hemocitica; D) infiltracao
hemocitica focal no tecido muscular; C e E) Necrose muscular de liquefagdo; F) Esferdides do

orgdo linfoide. Barra de escala: 100 pm.
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4.3.3 Quantificag¢do dos numeros de copias do virus IMN por RT-gPCR

Os tratamentos e grupos controle ndo apresentaram diferenca significativa entre si
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em relacdo aos numeros de copias do IMNV (P>0,05) (Figura 8), observando uma média de 4,
27 x 10° copias do IMNV pg de RNA™! antes da infecgdio. No 5° dia pos infecgdo, todos os
grupos tratados com dsRNA relacionada ou nao relacionada ao virus teve um aumento no
ntimero de copias do IMNV, permanecendo elevada no 8° dia com valores médios de 7,25 x 107
c6pias do IMNV pg de RNA™!. O grupo SPF (controle negativo) ndo manifestou aumento no

numero de cdpias virais ao longo do experimento, diferindo significativamente dos tratamentos

(P<0,0001).

Figura 8 - Numero médio de copias do IMNV em hemdcitos de camardes L. vannamei injetados
intramuscularmente com extrato de tecido livre de patogenos especificos (SPF) e solugao salina;
Inoculo IMNV e solucgdo salina (IMNV); Indculo IMNV e dsRNA IGSF4D via E. coli HT115
(IGSF4D); In6culo IMNV e dsRNA-VP280ORF1a via B. subtilis (VP28ORFla [2 dias]) e
Inoculo IMNV e dsRNA-VP280ORF1a via B. subtilis 10 dias ap6s injecao das moléculas
(VP28ORF1a [10 dias]) acompanhados por 24 dias. As barras verticais representam a média +
SEM (n=9). As diferencas estatisticas em relagdo ao “2° pré” de cada grupo estdo representadas

com trés asteriscos (***) (P <0,0001).
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4.3.4. Andlise da Expressdo de Genes relacionados ao mecanismo de RNAi

4.3.4.1 Gene Sid-1
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Dentre os hemocitos dos grupos de camardes injetados com as moléculas de
dsRNAs e solucdo salina, apenas o grupo que recebeu a dSRNA IGSF4D via E. coli-HT115
apresentou niveis de expressao do gene Sid-/ aumentados 1,6 vezes (P<0,01) quando
comparados os grupos com o dia da inje¢do das moléculas e solugdo salina e 2 dias depois
correspondente ao dia da infecgdo com o IMNV (Figura 9). Nenhuma alteragdo nos niveis de
transcri¢do do gene Sid-1 foi observada no grupo que recebeu dsRNA VP280ORFla via B.
subtilis 2 dias antes da injecao do virus. Isso também foi verificado no grupo que recebeu a
solucdo salina e a inje¢ao do virus IMNV. No entanto, no grupo que foi injetado as dsRNA
VP28ORFla via B. subtilis-Bs3 10 dias antes da infec¢do foi verificado que houve uma
regulacdo de 1,2 vezes para baixo nos niveis de expressao ap6s 7 dias da inje¢ao das moléculas

(P<0,01) e regulacao de 1,6 vezes para cima depois de 5 dias apds a inje¢do do virus (P<0,0001).

Figura 9 — Dinamica de expressdo do Sid-/ em hemocitos de camarao L. vannamei injetados
intramuscularmente com: Solucdo salina e extrato de tecido livre de patdgenos especificos
(SPF); Solucgao salina e indculo IMNV; dsRNA-IGSF4D via E. coli-HT115 e in6culo IMNYV;,
dsRNA-VP280ORF1a via B. subtilis-Bs3 e inoculo IMNV. Os dados estdao plotados em valores
de média £ SEM (n=9 camardes em cada ponto). O nivel de significancia estatistica em relacao
ao “2° dia antes da infec¢ao” de cada grupo ¢ indicado por um (*) (P<0,01), dois (**) (P<0,001)

ou trés (***) (P<0,0001) asteriscos.

25
@ SPF
g 207 | VNV
2 154 3 IGSF4D
o @8 \P28ORFla (2 dias)
2 1.0 @ VP280RF1a (10 dias)
S
X
W 0.54 N
0.0-
& & S S
$* N

4.3.4.2 Gene Dicer-2
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Apenas o grupo que recebeu a dSRNA-IGSF4D via E. coli-HT115 apresentou uma
diferenca significativa no nivel de transcritos em 1,6 vezes da Dicer-2 nos hemocitos dos
camardes coletados apds 2 dias da inje¢ao(P<0,01) (Figura 10). O grupo que recebeu a dsSRNA
VP280ORFI1a 2 dias antes da infec¢do apresentou uma inducao dos transcritos em 51% 5 dias
po6s infeccao (P<0,01). Outro grupo que recebeu a mesma dsRNA homologa ao IMNV e ainda
nao tinha recebido a injecdo do virus teve uma regulagdo no nivel de transcritos para baixo no
7° e 10° dias pos-injegao da dsRNA (P<0,001) em cerca de 74% e 83%, respectivamente. Ao
longo de todo o experimento, 0s grupos que receberam solucao salina (SPF e IMNV) e dsRNA-
IGSF4D via E. coli-HT115 ndo foram observadas diferencas significativas nos niveis de
expressdo da Dicer-2. Com 15 dias p6és-injecdo da dSRNA-VP280ORF1a e 5 dias pos-injecao

do IMNV verificou-se um aumento nos niveis dos transcritos (P<0,001).

Figura 10 — Dinamica de expressdo do Dicer-2 em hemocitos de camardo L. vannamei injetados
intramuscularmente com: Solucdo salina e extrato de tecido livre de patdgenos especificos
(SPF); Solucgao salina e indculo IMNV; dsRNA-IGSF4D via E. coli-HT115 e in6culo IMNYV;,
dsRNA-VP280ORF1a via B. subtilis-Bs3 e inoculo IMNV. Os dados estdo plotados em valores
de média £ SEM (n=9 camardes em cada ponto). O nivel de significancia estatistica em relacao
ao “2° dia antes da infec¢do” de cada grupo ¢ indicado por um (*) (P<0,01) ou dois (**)

(P<0,001) asteriscos.
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Nenhuma diferenca significativa foi detectada nos niveis de transcritos do
Argonauta-2 nos hemocitos dos camardes logo apds 2 dias da inje¢ao das moléculas de dsSRNA-
IGSF4D, dsRNA-VP280ORF1a ou solugao salina (Figura 11). Depois de 7 dias, os tratamentos
que receberam as dsSRNA-VP28ORF 1a mostraram niveis de expressdes distintos, observando-
se uma inducdo de transcritos em 59% no grupo com 5 dias pos infec¢do (P<0,001) e uma
regulacdo para baixo em 26% no grupo que ainda ndo havia recebido a dose viral (P<0,001). A
mesma diminui¢ao no nivel de transcritos foi observada no grupo que recebeu a inje¢ao de
solugdo salina e in6culo livre de patdégenos especificos (P<0,001). No grupo de camardes com
15 dias da injecdo de dsSRNA-VP28ORF1a e 5 dias de injecao do indculo IMNV foi observado
uma forte induc¢do nos niveis de expressdo em 51%, observando um padrdo bastante similar
com o grupo que recebeu a mesma constru¢do genética considerando o mesmo tempo de

exposicao ao virus (P<0,0001). Ainda o elevado nivel de expressao foi

Figura 11 — Dinamica de expressdo do Argonauta-2 em hemocitos de camardo L. vannamei
injetados intramuscularmente com: Solu¢do salina e extrato de tecido livre de patdogenos
especificos (SPF); Solucdo salina e indéculo IMNV; dsRNA-IGSF4D via E. coli-HT115 e
inoculo IMNV; dsRNA-VP280RF1a via B. subtilis-Bs3 e indéculo IMNV. Os dados estdao
plotados em valores de média + SEM (n=9 camardes em cada ponto). O nivel de significancia
estatistica em relagdo ao “2° dia antes da infeccdo” de cada grupo ¢ indicado por dois (**)

(P<0,001) ou trés (***) (P<0,0001) asteriscos.
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4.4. DISCUSSAO

A molécula de dsSRNA-VP280ORF1a produzidas pelo B. subtilis JJBs3 nao foram
efetivas no controle da replicacdo viral quando administrada dois dias antes da infecgao
(VP28ORF1a [2dias]), resultando em 100% de mortalidades nos dois grupos de camardes que
receberam as moléculas relacionadas ao virus ao longo de 24 dias de desafio experimental. No
entanto, o grupo que recebeu apenas a injecao do virus IMN com 10 dias apos a inje¢ao das
dsRNAs (VP280ORF1a [10 dias]) apresentou um padrao de mortalidade mais lento em relagao
ao grupo que recebeu o inoculo viral 2 dias antes da infeccdo. A dsSRNA VP280ORFla foi
aplicada em dois espacos de tempo: 2 dias antes da infeccdo, método desenvolvido por Feijo
(2015) e 10 dias antes da infec¢cdo, método desenvolvido por Loy (2012). Com a finalidade de
avaliar uma prote¢do em um prazo mais longo, observou-se um padrao de mortalidade mais
lenta no grupo que recebeu as duplas fitas 10 dias antes da infecgdo. Esta observacdo sugere
que 1) de fato, foi necessario um tempo maior de incubagdo de dsRNA para obter melhores
resultados no controle na evolugdo da doenca; ii) Sendo camardes diagnosticados como
portadores assintomaticos do IMNYV, a injecao das moléculas 10 dias antes da infec¢ao ofereceu
uma certa resisténcia ao desafio experimental subsequente. Um periodo mais longo de
preparacdo dos camardes com uma producdo e oferta constante dessas dsSRNAs obtidas por
probidticos geneticamente editados poderia colaborar para uma melhor protecao no longo prazo

contra infec¢cdes com IMNV.

Resultados com sobrevivéncia acima de 90% foram relatados com dsRNA
sintéticas relacionadas a ORF1a, ORF1b ou apenas a ORF1 (FEIJO et al., 2015; LOY et al.,
2012). No entanto, a produ¢do de dSRNA em modelos in vivo para a produgdo dessas moléculas
no combate ao IMNYV ainda ndo foi relatado. O uso da cepa JJBs3 ja foi relatada como ativadora
dos genes ligados a mecanismo de RNA de interferéncia em camardes. Tanto as dsRNAs
extraidas desta cepa e injetadas quanto a cepa inoculada na racdo diariamente foi capaz de
aumentar os niveis relativos de transcritos dos genes sid! e argonauta? (RIET et al., 2021).
Nossos achados em relagdo ao nivel de transcritos dos genes ligados ao mecanismo de RNA de
interferéncia foram diferentes, uma vez que percebemos que a modulagdo da quantidade de
RNA mensageiro desses genes foi fortemente associada com a presenca do IMNV apds a
infeccdo. Isso pode ser explicado pelo fato que o proprio IMNV apresenta uma constituicao
genética de RNA de dupla fita. Portanto, a presenga das dsRNAs injetadas no musculo nos

camaroes mais a replica¢cdo do virus detectadas nos hemocitos parece ter aumentado o nivel de
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transcritos dos genes sid 1, argonauta? e dicer?.

Embora ndo havendo protegao frente ao IMNYV, a inje¢ao de dsSRNA-VP28PORF1a
via B. subtilis modulou a expressao dos genes Dicer-2 e Argonauta-2 no quinto dia pds infecg¢ao
dos grupos que receberam a dsRNA relacionada. Os mesmos padrdes de transcri¢do foram
observados por Feijo et al. ( 2015). A presenca de dsRNA viral oriundo da infec¢io parece ter
impactado diretamente na modulagao desses genes. Isso ndo foi observado no grupo que
recebeu o extrato de tecido livre de patdégenos. Em conclusdo, a producdo e injecdo das
moléculas de dsRNA por meio de bactérias geneticamente editadas foi capaz de conter a
evolucdo da mionecrose infecciosa em camardes infectados. No entanto, efeito de dose-resposta,
tempo de exposicao e dose de reforco de dsRNAs apresentam varidveis importantes para
otimizagdo da técnica empregada. Métodos de obtencdo dessas moléculas em cepas de B.

subtilis devem ser mais investigados.
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Capitulo III — Utilizacio de bactéria probiotica expressando dsRNA para a protecio do

camario Litopenaeus vannamei contra o virus da mionecrose infecciosa

5.1 INTRODUCAO

O uso de probidticos na aquicultura traz de uma série de beneficios que melhoram
a rentabilidade da atividade. A utilizagdo desses microrganismos pode aumentar a
digestibilidade de ingredientes e a resisténcia a patogenos (MERRIFIELD et al., 2010) como
também a biorremediacdo da agua do cultivo (OLMOS et al., 2019). Dentro do grupo dos
Bacillus, a espécie Bacillus subtilis € uma das bactérias mais investigadas para uso probiético
na aquicultura devido a sua versatilidade no uso de nutrientes para seu crescimento, alta
secrecdo de compostos enzimaticos e antimicrobianos, formacdo de esporos, além de ser
reconhecida como segura (Generally Recognized as Safe - GRAS) pela Administracdo de
Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos (Food and Drug Administration — FDA)
(BALCAZAR; ROJAS-LUNA; CUNNINGHAM, 2007; OLMOS; PNIAGUA-MICHEL,
2014).

O descobrimento do mecanismo de RNA de interferéncia para o tratamento de
enfermidades virais em camardes possibilitou o surgimento de novas aplicagfes no combate a
essas doencas. A inducdo desse sistema imune antiviral se da por meio de moléculas de dsSRNA
homologas a fragmentos do genoma viral que sdo processadas e promove o silenciamento da
replicacdo do virus (RESHI et al., 2014; ROBALINO et al., 2005). O uso de moléculas de
dsRNA sintéticas relacionadas a Proteina Viral 28 (Viral Protein 28 — VP28) do WSSV
(KUMAR et al., 2015) e ao Quadro de Leitura Aberto 1a (Open Reading Frame 1la — ORF1a)
do IMNV (FENO; et al., 2015) foram empregados com sucesso quando foram injetadas na
musculatura de camardes que posteriormente iriam ser desafiados com os respectivos virus.

Entretanto, os métodos de entrega de dsRNAS, especialmente por via oral, vém
sendo avaliados para a aplicacdo da tecnologia do RNAIi em escalas comerciais com custo
razoavel. O uso de bactérias expressando dsRNA é uma alternativa para a producdo dessas
moléculas. A Escherichia coli HT115 foi eficiente na obtencdo de dsRNA contra 0 WSSV
(POSIRI; ONGVARRASOPONE; PANYIM, 2013; SARATHI et al., 2008). Até 0 momento,
dsRNA produzidas por bactérias contra o IMNV ainda ndo foram usadas. Recentemente, Riet
(2021) aplicou a técnica edicdo gendmica de cepas de B. subtilis utilizando o sistema
CRISPR/Cas9 para a producédo de dsRNA. A cepa JIBs3, produzindo moléculas correspondente
ao gene VP28 do Virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV) e a ORFla do Virus da
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Mionecrose Infecciosa (IMNV), foi capaz de aumentar a sobrevivéncia em camardes desafiados
contra o WSSV. Esse capitulo teve como objetivo avaliar a protegdo da cepa de B. subtilis JJBs3
expressando dsRNA-VP280RF1a em camarfes L. vannamei desafiados experimentalmente

com o IMNV a partir de analises de carga viral e durante 32 dias de observacao.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Crescimento bacteriano e incorporacdo na racao

As cepas JJBs3 e JIBs6 desenvolvidas e cedidas pelo Laboratério de Biologia
Molecular da Universidade Federal de Rio Grande (FURG/ICB) para aplicacdo nesse trabalho séo
B. subtilis com delecdo do gene rnc envolvido na producdo da enzima ribonuclease tipo 111 que
atua na degradacéo de dsRNA. A cepa JJBs3 possui a integracdo de fragmento do gene da VP28
do virus da sindrome da mancha branca (White Spot Sindrome Virus — WSSV) e da ORF1a do
virus da mionecrose infecciosa (Infectious Myonecrosis Virus — IMNV). A cepa JJBs6 possui a
integracdo de fragmento do gene da imunoglobulina do peixe Danio rerio - IGSF4D. Ambas
as sequéncias sdo flanqueadas por dois promotores bidirecionais Pyn ativados na fase
estaciondria de crescimento bacteriano e possuem resisténcia a eritromicina e ao cloranfenicol.

Diariamente, as cepas eram inoculadas em 30 ml meio minimo de sais modificado
(ANAGNOSTOPOULOS; SPIZIZEN, 1961) com densidade ¢tica (O.Dsoonm) de 0.1 em
agitacdo (250 rpm) com cloranfenicol (10mg/ml) overnight a 37°C. No dia seguinte, 0 meio de
cultivo foi ajustado para a O.D eoonm de 1.6 e as celulas bacterianas foram precipitadas a 5.000
g por 10 minutos a 4°C. Os pellets foram lavados duas vezes com solucdo de NaCl 0,9% e
precipitados a 5.000 g por 5 minutos a 4°C para retirada de resquicios de meio de cultivo e
antibidtico. As células bacterinas foram ressupendidas em solugédo de NaCl 0,9% e incorporadas
em racdo comercial com 35% de proteina bruta (10:1 p/v) e secadas por 30 minutos a 60°C.
Uma racdo incorporada apenas com solucdo de NaCl 0,9% na mesma propor¢éo foi adotada

para alimentacdo dos grupos controles.

5.2.2 Tratamento dos camardes com as cepas JIBs3 e JIBs6

Duzentos camardes juvenis de L. vannamei com 6,2 g (£1,2) foram coletados em

um viveiro de cultivo de baixa salinidade (0,5%) localizado no municipio de Caucaia (Ceard).
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Os camardes foram transportados para o Centro de Diagnostico de Enfermidade de Organismos
Aquaticos (CEDECAM), onde foram aclimatados durante 5 dias em 2 tanques de 500 litros
com renovagdo parcial de dgua (50% ao dia). Os parametros fisico-quimicos da agua foram
mantidos em salinidade de 5, 29°C, pH 7,4, OD 5,5 mg/L e fotoperiodo proximo as condig¢des
naturais da regido nordeste (12 horas de luz e 12 horas de escuro). Apos a aclimatagdo, 20
camardes foram previamente diagnosticados por RTqPCR (TagMan) como portadores
assintomaticos do IMNV. Dos camardes amostrados, ndo houve reacao positiva para o WSSV
e IHHNV. Os animais foram pesados e distribuidos individualmente em tanques de 5,5 litros
com filtros internos com aera¢ao constante, renovacao de 50% a cada 2 dias ¢ alimentados com
racdo comercial com 35% de PB duas vezes ao dia na quantidade de 5% da biomassa.

Para o experimento de desafio, os camardes foram distribuidos em 4 grupos (24
camaroes/grupo) assim descritos: SPF) Racdo comercial com solugdo de NaCl 0,9% (10:1 p/v)
e injecdo intramuscular de extrato de tecido livre de patogenos especificos; IMNV) Ragado
comercial com solugdo de NaCl 0,9% (10:1 p/v) e inje¢do intramuscular de in6culo IMNV;
Bs6) Racdo comercial com a cepa JIBs6 e inje¢do intramuscular de in6culo IMNV Bs3) Racdo
comercial com a cepa JJBs3 e injecdo intramuscular de indculo IMNV. Apos 15 dias de
tratamento com as ragdes, os grupos IMMYV, Bs6 e Bs3 receberam a inje¢do de 100 pl de indculo
viral contendo aproximadamente 1,02 x 10° copias do IMNV e o grupo SPF recebeu a injecdo
de 100 pl de extrato de tecido livre de patdogenos. Os cultivos e as incorporagdes de bactérias
ou de solucdo salina na ragao foi realizado diariamente e durante todo o periodo experimental.

Amostra de hemolinfa (150 pl) foram coletadas individualmente de 9
camardes/grupo dois dias antes da administracdo das ragdes incorporadas e 15 dias apds a
infeccdo. Para analises histopatologicas, foram coletados quatro camardes de cada grupo no 15°
dia pods infec¢do. Os camardes foram observados duas vezes ao dia para o registro da
mortalidade e aparecimento de sinais clinicos macroscopicos caracteristicos do IMNV. Durante
os 32 dias de experimento, os camardes foram alimentados individualmente duas vezes ao dia
com as ragoes incorporadas de bactérias ou solucao salinas contendo 35% de proteina bruta em

uma quantidade equivalente a 3,5% do peso corporal.

5.2.3 Extracdo de RNA e Sintese de cDNA

Os hemocitos de cada camardo coletado foram isolados do plasma por

centrifugacdo a 1.200 g/10 min/4°C e o RNA total extraido com o reagente TRIzol
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(Invitrogen®), de acordo com as instru¢des do fabricante. O RNA total extraido foi tratado com
DNase I por incubagdo a 37°C por 15 min e sua concentragdo foi determinada por quantificacao
em espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific ™). O cDNA foi sintetizado com o
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies®) em um volume de 20 ul
de reacdo final contendo 2 pl de RT Buffer (10x%), 0,8 pul de ANTPs mix (25x%), 2 pl de RT random
primers (10x), 1 pl de MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U) e 1 pg 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 utilizagdo para as analises de

quantificagdo viral por PCR em Tempo Real.

5.2.4 Quantificacdo Absoluta do IMNV por RT-gPCR

Para quantificacdo do ntimero de cépias do IMNV ao longo do ensaio de desafio
experimental foram utilizados os primers e sonda de Tagman descritos por Andrade ( 2007). As
reacdes de RT-qPCR foram realizadas em 10 pl de volume final contendo 5 pl de TagMan
Master Mix (Invitrogen®), 0,3 ul (10 uM) de cada primer IMNV412F (5'-GGACCTATCATAC
ATAGCGTTTGCA-3") e IMNV545R (5'-AACCCATATCTATTGTCGCTGGAT-3'), 0,15 pl
(10uM) da sonda de hidrolise (IMNVpl) (5'-6FAM CCACCTTTACTTTCAATACT
ACATCATCCCCGG TAMRA-3"), 0,2 pl (50%), 1 pul (25-50 ng) de cDNA e 3,05 ul de agua
ultrapura (Invitrogen®). Um controle negativo contendo todos os reagentes, exceto o cDNA
alvo e uma série de dilui¢des do controle positivo pTOPO-IMNV.1 equivalente a 10°, 108, 107,
10°, 10°, 10%, 10 e 10? copias do IMNV foram adicionados a cada placa de RT-qPCR. O
controle positivo pTOPO-IMNV.1 consistiu em uma constru¢do genética resultante da ligacao
de um amplicon de 593 pb do IMNV (N° de acesso no GenBank: AY 570982, nt 197-789) ao
pCR® 2.1-TOPO vector (Invitrogen®).

Para a quantificagdo do ntimero de copias do IMNV foi empregada a plataforma
7500 Real-time PCR system (Applied Biosystems®). As condigdes de ciclagem foram as
seguintes: incubacao a 50°C por 2 min, seguido da ativagdo da Platinum®Taq DNA polimerase
a 95°C por 2 min, e 40 ciclos de 15 s a 95°C e 30 s a 60°C. Os dados foram coletados durante
a etapa de extensao final (60°C). O nimero de copias virais de cada amostra foi determinado
de acordo com a plataforma ABI 7500 Real Time PCR systems (Applied Biosystems®). Todas
as amostras foram testadas em duplicata e somente consideradas positivas quando da

amplificacdo valida de ambas as réplicas.
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5.2.5 Analises Histopatologicas

Os camardes amostrados de cada grupo foram injetados com solugdo AFA de
Davidson AFA (11,5% de 4cido acético, 22% de formalina e 33% de etanol) e imersos na mesma
solugdo por 48 horas e mantidos em alcool 70%. Cortes histologicos transversais e longitudinais
de 5 um foram obtidos e submetidos a coloracdo com hematoxilina—eosina (BELL &
LIGHTNER, 1988). Alteracdes histopatologicas caracteristicas do IMNV foram investigadas
conforme descrito por Lightner (2011).

5.2.6 Analises estatisticas

Teste de Log-Rank baseado na estimativa da curva de sobrevivéncia Kaplan-Meier
foi utilizado para verificar diferencas nos niveis de sobrevivéncia entre os grupos de camaroes.
Para a andlise das diferengas do nimero de copias do IMNV foi empregada uma analise de
variancia de uma via (One-way Analysis of Variance, ANOVA). Os testes estatisticos foram

realizados com o software GraphPad Prism 3.00 para Windows (GraphPad Software, USA).

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Sobrevivéncia dos camaroes desafiados com o IMNV

Os resultados do experimento de exposicdo dos camardes ao IMNV estéo
demostrados na Figura 12. O grupo que recebeu a cepa de B. subtilis JJBs3 expressando a
dsRNA-VP280RF1a incorporada na racao se mostrou mais efetiva na inibicdo da mortalidade
frente a infec¢do com o IMNV ao longo de 17 dias, observando-se uma sobrevivéncia de 49%.
Por outro lado, os grupos que receberam a cepa de B. subtilis JJBs6 expressando a dsRNA-
IGSF4D ou solucéo salina morreram no 17° d.p.i. Nenhuma diferenca estatistica foi verificada

entre as curvas de sobrevivéncia dos grupos que receberam a JJBs6 ou solucéo salina (P<0,05).

Figura 12 - Percentual de sobrevivéncia dos grupos de camardes L. vannamei alimentados com
as cepas de B. subtilis JJBs3 expressando a dSRNA-VP280RF1a, JJBs6 expressando a dSRNA-
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IGSF4D e solugdo salina ao longo de 17 dias apds a injecdo de 1,02 x 102 cdpias do IMNV
(Bs3, Bs6 e IMNV) ou extrato de tecido livre de patdgenos (SPF).
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5.3.2 Carga viral dos camardes desafiados com o IMNV

Ao final do experimento, a carga viral foi significativamente menor (p<0,05) no
grupo tratado com a cepa JIBs3, que expressa a dsSRNA VP28/ORF1, quando comparado com
o grupo infectado (Figura 13). Notavelmente, a JIBs6, que expressa uma dsRNA nao

relacionada ao virus IMN, ndo foi capaz de reduzir a replicacéo viral.

Figura 13 — Carga viral observada no final do experimento. SPF, camardo inoculado com
extrato de tecido livre de patogenos e alimentado com racao contendo 35% de proteina bruta;
Bs3, camardo desafiado com IMNV e alimentados com a mistura contendo bactérias JJIBs3
(expressando dsRNA-VP28/ORF1a); Bs6 camariao desafiado com IMNV e alimentado com a
mistura contendo bactérias JIBs6 (expressando dsRNA-IGSF4D [ndo relacionada]). Letras
diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) apds um teste de Dunnett, seguindo por uma

ANOVA de uma via. As cores correspondem as da Figura 12.
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5.3.3 Analises histopatolégicas

O tratamento SPF ndo foi encontrada alteragdes histologicas apos 15 dias de
injecdo (Figura 14A). Nos tratamentos IMNYV, Bs6 e Bs3 apresentaram alteragdes caracteristica
do virus IMN ap6s 15 dias da injecdao, como infiltragdes hemociticas, necroses de coagulagao

ou liquefacdo no tecido muscular.
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Figura 14 — Fotomicrografia de cortes histologicos coradas com H&E referentes a camardes
alimentados com rag¢des contendo cepas de B. subtilis JIBs3 (D), cepas de B. subtilis JJBs6 (B)
e solucdo salina pertencentes ao Controle Negativo (A) e Controle Positivo (C) ap6s 15 dias da

infec¢do experimental por IMNV. A) Tecido muscular normal; B) Infiltragdes hemociticas ; C

e D) Necrose de coagulagao.

5.4 DISCUSSAO

A mionecrose infecciosa ¢ considerada agente etiologico importante e vem
promovendo perdas nas producdes de camardo alguns lugares no mundo (PRASAD etal., 2017).
Estudos ja relataram que o uso de dsRNAs exogenas e especificas para o IMNV promovem a
ativacdo do mecanismo de RNA de interferéncia, barrando a replicacdo viral e,
consequentemente, a evolugdo da doenga (FEIJO et al., 2015; LOY et al., 2013). A sequéncia
genética com homologia para uma regido da ORFla do IMNV, integrada nas cepas utilizadas
no presente estudo (Riet et al., 2021), ja tinha sido relatada como eficiente para a inibi¢do dos
transcritos do IMNV e reducdo dos indices de mortalidade de camardes desafiados com esse

virus tratados com moléculas dsRNA (FEIJO et al., 2015). Contudo, o uso de um modelo de
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producdo de dsRNAs alternativo aos kits comerciais ainda nao tinha sido proposto para este
virus. O sistema de RNA de interferéncia ¢ considerado uma tecnologia promissora e deve ser
adaptada para o uso em escalas comerciais (POSIRI et al., 2013).

Dentre os grupos de camardes desafiados com IMNV no presente estudo, o
grupo alimentado com ragdo contendo a cepa JJIBs3 demonstrou uma sobrevivéncia de 50%
apos 17 dias da inje¢do do indculo viral e uma menor carga viral ao final do experimento.
Esses resultados evidenciam que a utilizagao da cepa Bs3 pode ser considerada como uma
bactéria probiotica capaz de controlar e combater o IMNV experimentalmente. Utilizando a
mesma cepa, Riet et al. (2021) verificaram uma sobrevivéncia de 34% em camardes injetados
com um indculo contendo o WSSV, mostrando que a cepa JJBs3 expressando uma unica dupla
fita de RNA relacionada as duas viroses foi capaz de aumentar a sobrevivéncia em camardes
desafiados em pelo menos um destes virus. A utilizagdo dessa cepa probidtica em um desafio
de coinfec¢do com os dois virus supracitados seria o proximo passo a ser avaliado. Além da
utilizagdo de bactérias probidticas, o uso da manipulacdo genética para diminuicdo de
transcritos de mais de um virus se torna vantajoso, uma vez que em ambientes de cultivo a
possibilidade de ocorréncia de coinfecgdo viral é elevada (FEIJO et al., 2013; VIEIRA-GIRAO
etal.,2015).

Um modelo de entrega de dSRNA que utiliza um microrganismo, a E. coli HT 115
apresenta uma alternativa para o controle de doencas de origem viral em camardes. Contudo,
ha limitagdes para a aplicagdo em ambientes de cultivo, uma vez que a entrega dessas moléculas
devem passar por etapas de purificagdo ou inativacio dessa bactéria (ATTASART et al., 2013;
SARATHI et al., 2008; TIRASOPHON; ROSHORM; PANYIM, 2005). Nesse trabalho, o B.
subtilis geneticamente modificado para expressao de dsRNAs relacionada ao IMNV dispensa
as etapas anteriormente citadas, uma vez que se trata de uma bactéria probidtica amplamente
reconhecida como segura na industria de alimentos e j4 integram dietas comerciais do camarao
L. vannamei para ganho de performance no cultivo (SADAT et al., 2018)

Houve uma diminui¢ao do nimero de copias virais apenas no grupo tratado com
a cepa JJBs3, que expressa a sequéncia correspondente ao IMNV. Andlises histopatoldgicas
demonstraram as lesdes teciduais causadas pelo virus no desafio, ndo sendo visto qualquer
alteragcdo . O grupo tratado com a cepa JIBs6 ndo conferiu nenhum tipo de protecao frente a
infec¢do experimental nem diminui¢do dos transcritos virais. O uso da cepa probiodtica que
expressa uma sequéncia ndo relacionada ao IMNV ajuda a afirmar que a sequéncia integrada
na cepa JJIBs3 foi especifica para a degradagdo do RNA mensageiro viral e que o uso do B.

subtilis na alimentacao diaria dos camardes desafiados ndo conferiu nenhum tipo de protecao.
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O presente estudo demonstra que um probidtico geneticamente modificado pode
aumentar a sobrevivéncia de camardes infectados experimentalmente com o IMNV. O
desenvolvimento de tecnologias para garantir o uso destes microrganismos com o minimo de

riscos associados ¢ de fundamental importancia para sua aplica¢do na carcinicultura.
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CONCLUSOES GERAIS E PERPECTIVAS

No capitulo | o uso da HT115 apresentou resultados limitados para o controle do
IMNYV no camarao L. vannamei. Embora todos os protocolos de producdo de duplas fitas de
RNA com a HT115 tenham sido seguidos e ser um modelo bem-sucedido na produgdo dessas
moléculas in vivo, os resultados obtidos abriu uma discussao sobre se esse modelo apresenta a
reprodutibilidade e a eficacia necessaria para o controle de doengas virais em camardes de
cultivo.

No capitulo Il a producéo e injecdo das moléculas de dsRNA por meio de bactérias
probidticas geneticamente editadas foi capaz de conter a evolugédo da mionecrose infecciosa em
camardes infectados. No entanto, efeito de dose-resposta, tempo de exposicéo e dose de reforgo
de dsRNAs apresentam variaveis importantes para otimizagdo da técnica empregada.

No capitulo Il a ingestdo de um probidtico geneticamente modificado foi capaz de
reduzir a evolugédo agressiva do IMNV no camardo L. vannamei. Esse resultado reforca a
capacidade da programacdo de probidticos no combate da doencas virais primeiramente
relatada por RIET et. al. ( 2021) em experimento com WSSV. A cepa JJBs3 utilizada nesse
trabalho foi capaz de induzir o mecanismo de RNA de interferéncia e diminuir os niveis de
transcritos virais do IMNV.

Por ainda existir contencbes legais acerca do uso de organismos geneticamente
modificados em sistemas de producdo aquicola, o aprimoramento das técnicas de manipulacdo
genética visando minimizar os riscos associados na implementacdo dessas bactérias é de
fundamental importancia para a aplicabilidade dessa tecnologia na carcinicultura. Nessa tese
foi relatada a capacidade de um probidtico modificado expressando dsRNA para diminuicéo da
replicacdo do virus da mionecrose infecciosa em camardes desafiados. O desenvolvimento de
tecnologias na manipulacdo genética mais precisas e seguras desses microrganismos podem

levar a criacdo de terapias antivirais com aplicacdo na producdo de camardo.

Seguem algumas sugestdes de desdobramentos desse trabalho para serem

desenvolvidos no ambito da carcinicultura:

I. Validacdo da capacidade de protecdo cepa JJBs3 frente a um ensaio de coinfeccdo viral
IMNV e WSSV;
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Elaborar ensaios de consorciacdo dessas cepas probitticas geneticamente modificadas
com cepas nativas do cultivo de camardes para avaliagdo de desempenho e se ha prejuizo
no cultivo;

Desenvolver novas cepas especificas com apenas uma unica sequéncia de dsRNA
correspondente a um virus. Por conter uma Unica sequéncia especifica para um virus,
espera-se um efeito mais efetivo no controle da doenca;

Otimizar o protocolo de purificagdo de dsSRNA em cepas probidticas para adequacdo em
etapas de administracdo intramuscular dessas moléculas. Além de ser uma etapa crucial
para validacdo do efeito de silenciamento, a opcdo de injetar as moléculas em
reprodutores de camardo para producdo de proles com potencial efeito de RNAI
resistentes;

Bioenriquecer artémias com cepas probidticas expressando dsRNAs para administracéo
e formulacéo de dietas ativadoras dos mecanismos de RNA de interferéncia. Esse passo
seria uma evolugdo na técnica de entrega dessas moléculas para o controle de doengas

virais em camardes.
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